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Los progenitores endoteliales poseen un enorme potencial terapéutico debido a 
su papel crucial en la formación de vasos sanguíneos de novo, a través de un proceso 
denominado vasculogénesis. Entre ellos, las células formadoras de colonias 
endoteliales (CFCE) poseen todas las características de un verdadero progenitor 
endotelial y son capaces de formar nuevos vasos in vivo. Aun así, teniendo en cuenta 
la limitada disponibilidad de progenitores endoteliales en sangre periférica y el hecho 
de que en pacientes con riesgo cardiovascular el número y/o función de los 
progenitores endoteliales se encuentran enormemente reducidos, en la actualidad se 
impulsa el desarrollo de nuevas estrategias para optimizar la expansión y 
diferenciación de estos progenitores ex vivo y por ende los resultados terapéuticos con 
fines regenerativos. 
Una característica común a diversas condiciones patológicas donde la 
formación de nuevos vasos ocurre activamente, como la isquemia, el daño tisular por 
traumas, quemaduras u otras heridas, es la presencia de un microambiente 
inflamatorio ácido. Previamente demostramos que la acidosis induce apoptosis de 
células progenitoras hematopoyéticas (CD34+). Considerando que las CFCE son una 
subpoblación de las células CD34+ y que tienen un papel clave en la vasculogénesis, 
nuestro objetivo fue investigar el efecto de la acidosis en la sobrevida y funcionalidad 
de estos progenitores. 
Las CFCE fueron obtenidas por diferenciación de células CD34+ humanas de 
sangre del cordón umbilical o de sangre periférica en un medio de crecimiento 
endotelial EGM2 durante 14-18 días. El medio de cultivo fue acidificado por adición de 
un volumen precalculado de HCl isotónico (1N) y el preacondicionamiento se logró 
mediante la exposición de los progenitores a EGM2 ajustado a pH 7.4, 7.0 y 6.6, que 
luego fue reemplazado por EGM2 fresco ajustado a pH fisiológico (7.4). 
Nuestros resultados mostraron que la acidosis no indujo apoptosis de las CFCE 
y, aunque inicialmente se observó una reducción en sus funciones, una vez que el pH 
fue restaurado a valores de 7.4, varias respuestas angiogénicas de las CFCE 
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aumentaron significativamente. Este procedimiento, conocido como 
preacondicionamiento ácido, ejerció un efecto proangiogénico máximo a las 6 horas de 
exposición a pH 6.6. In vitro, mejoró significativamente la proliferación de las CFCE, su 
adhesión a células endoteliales activadas y a componentes de la matriz extracelular, la 
quimiotaxis mediada por SDF1 y la formación de túbulos. In vivo, incrementó su 
capacidad regenerativa en un modelo de isquemia de miembro inferior, disminuyendo 
el grado de inflamación local y aumentando el número de vasos sanguíneos en el 
músculo gastrocnemio. El efecto proangiogénico del preacondicionamiento ácido fue 
similar en progenitores endoteliales tardíos derivados de sangre periférica, sugiriendo 
que esta estrategia es efectiva en células adultas que pueden ser utilizadas en 
trasplantes autólogos. Por otro lado, los beneficios del preacondicionamiento ácido no 
fueron observados en células endoteliales maduras de micro y macrovasculatura. 
Los mecanismos involucrados en el efecto proangiogénico de la acidosis 
incluyeron la activación de las vías de señalización AKT y ERK1/2 y la inhibición de la 
quinasa p38. Más aun, la supresión farmacológica de ERK1/2 y AKT suprimió el 
aumento en la proliferación inducido por el pH ácido, mientras que el inhibidor de p38 
incrementó la tubulogénesis a pH 7.4 y potenció el incremento observado a pH 6.6. En 
cuanto a la adhesión celular, la quinasa de adhesión focal (FAK) se encontró activada 
en las CFCE preacondicionadas.  
Además, demostramos que el preacondicionamiento ácido es una estrategia 
efectiva en condiciones de estrés e inflamación, ya que protegió a los CFCE de la 
acción citotóxica de moléculas elevadas en el microambiente inflamatorio isquémico 
como los cristales de urato monosódico, las histonas extracelulares y el TNFα, así 
como también del efecto antiangiogénico del TNFα en condiciones normales y de alta 
glucosa. 
En conclusión, en el presente trabajo de tesis demostramos que el 
preacondicionamiento ácido representa una estrategia efectiva para optimizar la 
expansión ex vivo de CFCE, las cuales resultan más resistentes a condiciones 
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adversas, típicamente presentes en pacientes con enfermedades cardiovasculares 
como la inflamación y la alta glucosa, y con un mayor potencial terapéutico. 
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ADN: ácido desoxirribonucleico 
BSA: albúmina sérica bovina, (del inglés: bovine serum albumin) 
BrEt: bromuro de etidio 
CFCE: células formadoras de colonias endoteliales 
CMA: células mieloides angigénicas 
DAMPs: patrones asociados al daño tisular, (del inglés: damage associated molecular 
patterns) 
EBM2: medio básico endotelial 2, (del inglés: endothelial basic médium) 
EDTA: ácido etilendiaminotetraacético 
EGM2: medio de crecimiento endotelial 2, (del inglés: endothelial growth médium) 
ERK: quinasa regulada por señales extracelulares, (del inglés: extracellular signal-
regulated kinase) 
FAK: quinasa de adhesión focal, (del inglés: focal adhesión kinase) 
FGFb: factor de crecimiento de fibroblastos básico, (del inglés: basic fibroblast growth 
factor) 
FITC: isotiocianato de flouresceína, (del inglés: fluorescein isothiocyanate) 
FVW: factor von Willebrand 
HMEC1: células endoteliales de microvasculatura dermal humana 1, (del inglés: 
human mammary epitelial cells 1) 
HUVEC: células endoteliales de la vena umbilical humana, (del inglés: human umbilical 
vein endotelial cells) 
IL1β: interleuquina-1 beta 
IL6: interleuquina-6 
IL8: interleuquina-8 
INFɤ: interferón gamma 
IP: ioduro de propidio 
MCP1: proteína quimioatrante de monocitos 1, (del inglés: monocyte chemoattractant 
protein 1) 
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MSU: urato monosódico, (del inglés: monosodium urate) 
NA: naranja de acridina 
PBS: buffer fosfato salino, (del inglés: phosphate saline  buffer)  
PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas, (del inglés: platelet-derived growth 
factor) 
PE: ficoeritrina, (del inglés: phycoerythrin) 
PECAM: molécula de adhesión entre plaquetas y endotelio, (del inglés: platelet 
endotelial cell adhesion molecule)  
ERO: especies reactivas del oxigeno 
SDF1: Factor de crecimiento derivado del estroma 1, (del inglés: stromal cell-derived 
factor 1) 
SFB: suero fetal bovino 
TGFβ: factor de crecimiento transformante beta, (del inglés: transforming growth factor 
beta) 
TNFα: factor de necrosis tumoral alfa, (del inglés: tumor necrosis factor) 
VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular, (del inglés: vascular endothelial 
growth factor) 
VEGFR2: receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular
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Endotelio vascular y formación de vasos sanguíneos 
El endotelio es el tejido que recubre la zona interna de todos los vasos 
sanguíneos y su principal función es mantener la fluidez de la sangre. Si bien 
antiguamente se consideraba una simple barrera que contenía al plasma y a las 
células de la sangre, hoy en día se sabe que permite el intercambio de nutrientes y 
desechos y desempeña un papel crucial en la regulación de la tonicidad y el 
mantenimiento de la homeostasis vascular. En condiciones normales, el endotelio 
presenta un fenotipo antiadherente y antitrombótico, a través de la liberación de óxido 
nítrico (ON) y prostaciclina (PGI2), y anticoagulante y profibrinolítico mediante diversos 
mecanismos que impiden la generación de trombina 1. Sin embargo, las 
perturbaciones que pueden ocurrir en sitios de inflamación o de alto estrés 
hidrodinámico inducen la activación de las células endoteliales, lo que resulta en la 
generación de un microambiente protrombótico y antifibrinolítico. En un endotelio sano, 
existe un equilibrio entre estos dos estados y la pérdida del mismo genera respuestas 
perjudiciales para el organismo como es la formación de trombos y oclusión vascular, 
que representan la principal causa de enfermedades cardiovasculares 2.  
Además de su rol en la hemostasia, el endotelio posee funciones reparadoras 
de tejidos dañados (ej. trauma, quemaduras o isquemia, entre otros) a través de la 
formación de nuevos vasos sanguíneos, lo cual resulta fundamental para el 
funcionamiento del tejido u órgano injuriado debido al aporte de nutrientes y oxígeno. 
El desarrollo vascular comienza en la embriogénesis con la diferenciación de los 
progenitores mesodérmicos, los cuales proliferan y se adhieren unos a otros para 
formar una red tubular primaria. Luego se produce el remodelamiento, donde el 
tamaño de los vasos se modifica de acuerdo con el flujo y aparecen nuevas 
ramificaciones con el fin de asegurar que todas las células reciban concentraciones 
fisiológicas de oxígeno. Un aspecto crítico de la remodelación de la red primaria de 
células endoteliales en una vasculatura sana es el reclutamiento de pericitos, que 
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brindan señales de sobrevida, y células del músculo liso, que permiten la regulación 
del tono de los vasos y, de este modo, del flujo sanguíneo 3. 
En el adulto, las células endoteliales se encuentran en estado de reposo (G0) y 
tienen una vida promedio de 1200 días. La capacidad de formar nuevos vasos se 
mantiene en forma fisiológica para situaciones puntuales como por ejemplo, el 
embarazo o la renovación del endometrio en cada ciclo menstrual. Más allá de lo 
fisiológico, esta capacidad de formar nuevos vasos sanguíneos puede volverse muy 
activa en situaciones de inflamación aguda y crónica, isquemia tisular y cáncer, entre 
otros 4.  
La regulación de la generación de nuevos vasos se realiza mediante un 
complejo balance entre factores que promueven este proceso (proangiogénicos) y 
aquellos que lo inhiben (antiangiogénicos). Los principales factores solubles se 
encuentran detallados en la Tabla 1. El factor proangiogénico de mayor relevancia es 
el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) ya que, a partir de la interacción 
con su receptor tirosina-kinasa 2 (VEGFR-2, flk1 o KDR), promueve el crecimiento y 
maduración del linaje endotelial desde los progenitores hasta las células maduras. Sin 
embargo, otras moléculas como el factor derivado del estroma 1 (SDF1), el factor de 
crecimiento de fibroblastos básico (FGFb) y las metaloproteasas tisulares también 
contribuyen significativamente en las distintas etapas de la formación de vasos 5. 
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Tabla 1.  Factores reguladores de la formación de vasos sanguíneos 
 
Factores proangiogénicos Factores antiangiogénicos 
Factor de crecimiento endotelial vascular 
(VEGF) 
Factor derivado del epitelio pigmentario 
(PEDF) 
Factor de crecimiento fibroblástico básico 
(FGFb) 
Angiostatina 
Metaloproteasas (MMP) Endostatina 
Factor de crecimiento transformante beta 
(TGFβ) 
Trombospondina 
Angiopoyetinas 1 y 2 (ANG1 y 2) Arresten 
Factor de crecimiento derivado del 
estroma 1 (SDF1) 
Antitrombina III 
Interleuquina 8 (IL8) Factor plaquetario 4 (PF4) 
 
 
El desarrollo de nuevos vasos sanguíneos requieren de la contribución de dos 
procesos: 1) la angiogénesis, la cual implica la migración y proliferación de células 
endoteliales maduras desde vasos preexistentes cercanos, y 2) la vasculogénesis, 
mediada por progenitores inmaduros que residen en médula ósea o localmente en el 
tejido vascular y que tienen el potencial de diferenciarse a células endoteliales 
maduras 6. Existen diferentes poblaciones que han sido denominadas progenitores 
endoteliales y que contribuyen a la vasculogénesis de diversas maneras, aunque sólo 
las células formadoras de colonias endoteliales (CFCE), también conocidas como 
progenitores endoteliales de crecimiento tardío, poseen todas las características de un 
verdadero progenitor endotelial, ya que son las únicas capaces de formar vasos 
sanguíneos de novo tanto in vitro como in vivo (profundizado en el apartado 
“Progenitores endoteliales”) 7,8.  
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La angiogénesis es un proceso íntegramente local comprendido por diversas 
etapas secuenciales que comienzan con la dilatación del vaso preexistente y la 
proliferación de las células endoteliales cercanas, que luego degradan e invaden el 
tejido conectivo para permitir la migración y organización de estas células en 
estructuras tridimensionales. Finalmente, las células de soporte como células de 
músculo liso y pericitos son reclutadas, dando lugar a un nuevo vaso funcional (Figura 
1) 5,9. En el caso de la vasculogénesis, además de desarrollarse localmente, incluye la 
participación de la médula ósea, la cual funciona como un reservorio de progenitores 
endoteliales que migran al sitio de injuria en respuesta a un gradiente de quimioquinas, 
principalmente el SDF1 5. Una vez en el sitio de isquemia, los progenitores se adhieren 
a las células endoteliales activadas o, en caso de denudación, a la matriz extracelular, 
se insertan, y a partir de aquí el proceso es similar al de la angiogénesis, excepto que, 
antes de la maduración del vaso en formación, estos progenitores se diferencian a 
células endoteliales y, junto con otras células presentes en el tejido, liberan citoquinas, 
proteasas y quimioquinas que van a amplificar la respuesta angiogénica (Figura 1). 
 
 
 
 
Figura 1. Representación esquemática de las distintas etapas de la formación de 
nuevos vasos sanguíneos, a través de la angiogénesis y vasculogénesis.  
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Progenitores endoteliales 
En 1997, Asahara y col. aislaron por primera vez una población de células que 
compartían propiedades tanto de células endoteliales como de precursores inmaduros 
10. Los progenitores endoteliales han sido típicamente definidos como células que son 
capaces de diferenciarse a células endoteliales y contribuir a la formación de nuevos 
vasos sanguíneos. Estos progenitores son considerados una población heterogénea 
ya que se han reportado diversas poblaciones que difieren tanto en su fenotipo como 
en su funcionalidad, es decir en la manera en la que contribuyen a la vasculogénesis. 
Originalmente se describieron dos tipos de progenitores endoteliales que fueron 
llamados de crecimiento temprano y de crecimiento tardío, con relación a su tiempo de 
aparición en cultivo 11. Aunque los fenotipos de estas dos poblaciones son muy 
diferentes, uno hematopoyético y otro endotelial respectivamente 12, ambos cooperan 
en el proceso de revascularización durante la reparación de heridas 13. 
Los progenitores endoteliales de crecimiento temprano, también conocidos 
como células angiogénicas circulantes o células hematopoyéticas proangiogénicas, 
actualmente se denominan células mieloides angiogénicas (CMA) 10,14. Estas células 
se pueden cultivar a partir de células mononucleares de sangre periférica en placas 
cubiertas con fibronectina y en condiciones de crecimiento endotelial. Luego de 4 a 9 
días aparecen en el cultivo, su capacidad de expansión es prácticamente nula y 
desaparecen alrededor de los 10 días. Se caracterizan por un fenotipo inmunológico 
positivo para marcadores hematopoyéticos (CD45, CD14, CD15) y endoteliales (CD31, 
factor von Willebrand (FVW), VEGFR2) y negativo para marcadores de progenitores 
(CD34, CD133 y Tie2) 15,16. Fieles a su origen hematopoyético, las CMA no dan origen 
a células endoteliales, es decir que no cambian su linaje y no se incorporan al 
endotelio remodelado 17,18. Su función principal es contribuir a la vasculogénesis de 
manera paracrina 18,19 ya que secretan abundantes cantidades de factores de 
crecimiento y quimioquinas   8,20,21 (Figura 2). 
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Los progenitores endoteliales que inicialmente se conocieron como de 
crecimiento tardío, hoy en día se denominan células formadoras de colonias 
endoteliales (CFCE) 7. Pueden aislarse a partir de células mononucleares de sangre 
periférica, médula ósea o de sangre de cordón umbilical cultivadas sobre placas 
recubiertas con colágeno tipo I o gelatina, en un medio de cultivo rico en citoquinas 
específicas para el crecimiento endotelial. Estas células aparecen en forma de 
colonias luego de 14 a 21 días, se pueden expandir rápidamente in vitro y persisten 
más allá de los 100 días en cultivo. Presentan la típica morfología de empedrado y 
expresan en su superficie todos los marcadores del linaje endotelial como CD31, VE-
caderina (CD144), FVW, CD146, KDR; y son negativas para cualquier marcador 
mieloide, incluyendo CD45 y CD14 22–24. También expresan los marcadores de 
precursores inmaduros CD34 y CD133, aunque los niveles de expresión decaen 
durante la expansión in vitro. Funcionalmente, las CFCE poseen gran capacidad 
proliferativa, que las distingue de las células endoteliales maduras, y una potente 
capacidad angiogénica intrínseca, razón por la cual esta población celular se conoce 
como “verdaderos progenitores endoteliales”. Son capaces de contribuir a la 
reparación del endotelio dañado como así también a la formación de nuevos vasos 
sanguíneos 25, no sólo incorporándose a vasos preformados sino también formándolos 
totalmente de novo (Figura 2). De una u otra manera, las CFCE pueden diferenciarse 
in situ, adquiriendo todas las características de una célula endotelial madura. Esta 
propiedad vasculogénica es potenciada por mediadores tróficos a través de la 
liberación paracrina de factores de crecimiento 26. 
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La medula ósea es considerada la fuente clásica de progenitores endoteliales, 
aunque debido a la dificultad en la obtención de muestras, las CFCE derivadas de 
sangre periférica (CFCE adultas) y de cordón umbilical (CFCE de cordón) son las más 
estudiadas. Las principales diferencias entre las CFCE adultas y las de cordón 
incluyen una mayor frecuencia de progenitores en la sangre de cordón, los cuales a su 
vez exhiben una mayor tasa de crecimiento y capacidad angiogénica así como 
también menos signos de senescencia a lo largo de los pasajes in vitro 22. Teniendo en 
cuenta que las CFCE adultas pueden utilizarse de manera autóloga como terapia 
celular, las estrategias para optimizar su expansión y actividad angiogénica sigue 
siendo un desafío para la medicina regenerativa. Por otro lado, existen nuevas 
evidencias de células progenitoras vasculares residentes en varios órganos 27 y tejidos 
incluyendo el cordón umbilical, aorta 28, placenta 29 y tejido adiposo blanco 30. Además, 
las zonas vasculogénicas de las paredes de los vasos sanguíneos también contienen 
precursores endoteliales y células madres mesordérmicas multipotentes 31.  
Figura 2. Representación esquemática de la participación de los distintos tipos celulares 
en la reparación de heridas.  
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Reparación de tejidos  
La reparación de heridas en humanos es un proceso dinámico y fisiológico que 
tiene como objetivo reconstruir tejidos dañados. Este proceso comprende tres etapas 
secuenciales y solapadas: 1) etapa inflamatoria (primeras horas-6 días); 2) proliferativa 
(4-24 días); y 3) remodelado o maduración (21 días – años)  (Figura 3). 
 
 
 
 
 
La primera etapa de la reparación de heridas, la etapa inflamatoria, ocurre 
inmediatamente luego del daño al tejido y comienza con la formación de un coágulo, 
seguido por la consolidación de una matriz de fibrina que se convierte en una estructura 
de anclaje para las células infiltrantes. Durante los primeros 2 a 3 días, el tejido 
desvitalizado es removido a través del reclutamiento de neutrófilos y monocitos. Estos 
últimos se diferencian a macrófagos con un fenotipo proinflamatorio M1, capaces de 
fagocitar residuos del tejido dañado y de prevenir posibles infecciones mediante la 
fagocitosis de bacterias que ingresan a través de las heridas 32,33.  Luego de los 3 días 
posteriores a la injuria, se produce un cambio de la fase inflamatorio a la fase resolutiva, la 
cual se caracteriza por la reducción del reclutamiento de neutrófilos, el cambio del fenotipo 
Figura 3. Representación esquemática de las etapas de la reparación de heridas, y de la 
participación de factores pro y antiangiogénicos 
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de los macrófagos de M1 a M2, perfil antiinflamatorio y reparador, y una disminución de la 
liberación de citoquinas proinflamatorias 32–34. La resolución de la inflamación se solapa 
con el inicio de la segunda fase de la regeneración de heridas, el cual incluye la formación 
de nuevo tejido. 
La etapa proliferativa ocurre entre los 4 días y las 3 semanas post injuria, e 
involucra principalmente la migración y proliferación de diferentes tipos celulares. Uno de 
los procesos más importantes de esta etapa es la formación de nuevos vasos sanguíneos 
(ver sección Endotelio vascular y formación de vasos sanguíneos). Simultáneamente, el 
crecimiento, migración y activación de fibroblastos permite la formación de una nueva 
matriz extracelular provisoria denominada cicatriz inicial o tejido de granulación 32,33, 
compuesto de colágeno tipo III, elastina, proteoglicanos y ácido hialurónico, el cual forma 
una estructura provisional para el desarrollo de nuevos vasos sanguíneos. 
La tercera etapa, etapa de remodelación o maduración, comienza en la segunda a 
tercera semana después de la injuria y puede durar años, dependiendo de las 
características de la herida. En esta fase también ocurre la reparación/regeneración de los 
tejidos dependiendo de la capacidad regenerativa intrínseca de cada tipo tisular 32,33. La 
formación de nuevos vasos en el tejido de granulación ya no es necesaria y se caracteriza 
por la contracción de la cicatriz. Debido a la acción de metaloproteasas secretadas por 
fibroblastos, macrófagos y células endoteliales, el colágeno tipo III es reemplazado por 
colágeno tipo I, el cual tiene una estructura más estable y conforma la matriz extracelular 
33.  
La triada que involucra al sistema inmune, la remodelación de la matriz extracelular 
y las células madre mesenquimales orquestra el proceso de regeneración/reparación 
tisular que, como mencionamos anteriormente, es absolutamente dependiente de la 
capacidad regenerativa de cada tejido. En este sentido, si la herida fue ocasionada en un 
tejido de reparación continua (mucosas y epitelios), se logrará una completa regeneración 
de los componentes celulares dañados a través de la diferenciación y proliferación de 
células madre y progenitores residentes y/o reclutadas desde la médula ósea o la 
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circulación 35. Dependiendo de las características de la lesión, la diferenciación de células 
madre también tendrá lugar en tejidos con menor tasa regenerativa como son los de 
origen mesenquimal (huesos, cartílagos, tendones y músculo). Por el contrario, si la lesión 
fue ocasionada en tejidos con baja tasa regenerativa (músculo cardíaco o el sistema 
nervioso central), el tejido será reparado pero no regenerado, dejando una cicatriz en la 
zona de la herida 35.  
Existen diversos aspectos que pueden afectar la curación de heridas incluyendo 
factores locales (presencia de cuerpos extraños en el sitio de la herida, la maceración de 
tejidos, isquemia o infección) y factores intrínsecos al individuo (edad, diabetes, 
enfermedades renales, medicamentos y desnutrición, entre otros). Estos factores impactan 
directamente en los mecanismos fisiológicos de regeneración tisular ocasionando diversas 
complicaciones clínicas: cicatrización anormal (hipertrófica, queloides, atróficas); dolor; 
prurito; malignización tisular (síndrome de Marjolin); hemorragia; úlcera; infección y 
amputación. En conjunto estos factores afectan las tasas de morbilidad y mortalidad, 
siendo uno de los grandes desafíos médicos actuales mejorar el tratamiento de heridas 
crónicas, la prevención de la cicatrización, formación de queloides o contracturas y la 
curación cosméticamente aceptable 33. Debido al avance en el conocimiento de la ciencia 
básica, la innovación técnica y la reciente participación de las empresas farmacéuticas, 
actualmente existen diversos recursos para promover la reparación de heridas incluyendo 
matrices sintéticas, reemplazo de tejidos biológicos, factores de crecimiento 
recombinantes y terapia con células madre 36,37. También existen métodos locales para 
favorecer la circulación sanguínea en pacientes con heridas crónicas vinculadas a 
neuropatías y vasculopatías. Estos últimos incluyen métodos mecánico/físicos (terapia de 
presión negativa en heridas y compresión neumática intermitente) y métodos iónicos 
(tratamiento hiperbárico con ozono) 36,38.  
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Uso clínico de los progenitores endoteliales 
Inicialmente, el interés por estos progenitores radicaba en su potencial utilidad 
clínica como marcadores de desarrollo y progresión de enfermedades 
cardiovasculares. Rápidamente desde su descubrimiento surgieron decenas de 
trabajos que estudiaban por citometría de flujo la frecuencia de estos progenitores en 
sangre periférica de pacientes con enfermedades metabólicas, inflamatorias y diversos 
tipos de cáncer. La población de progenitores endoteliales circulantes era definida por 
la expresión simultánea de CD34 y el receptor KDR, aunque también se han incluido 
otros marcadores como CD133, FVW y CD31. Diversas investigaciones demostraron 
que el número de progenitores endoteliales circulantes se encontraba reducido en 
pacientes con enfermedades cardiovasculares 39 y que por el contrario, su cantidad 
aumentaba cuando se introducían medidas cardioprotectoras como la práctica de 
ejercicio físico o la administración de drogas hipolipemiantes (estatinas) 40,41. Basado 
en estos estudios, la determinación del número de progenitores endoteliales 
circulantes hoy en día se propone como biomarcador de salud vascular.  
Debido a sus propiedades angiogénicas y regenerativas, los progenitores 
endoteliales también han despertado gran interés en medicina regenerativa, donde se 
prevé su uso como terapia celular para la reparación de órganos y tejidos dañados por 
eventos isquémicos, quemaduras, inflamación crónica, entre otros. Utilizando modelos 
animales, se ha comprobado que la infusión de estas células en el corazón favorece la 
revascularización del miocardio tras un infarto y reduce la formación de la placa de 
ateroma, una de las principales causas del accidente coronario 42. Estudios preclínicos 
han demostrado una vasculogénesis efectiva inducida luego del trasplante de 
progenitores endoteliales en miembros inferiores isquémicos, miocardio 43–45 como así 
también modelos de injuria cerebral por traumatismo o infarto cerebral. En este último, 
las CFCE trasplantadas fueron detectadas en el cerebro dañado, donde aumentaron la 
densidad de vasos, contribuyendo a la restauración funcional del órgano 46,47. Por otro 
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lado, las CFCE favorecen el desarrollo de la retina en un modelo murino de 
retinopatías 48. Ensayos clínicos realizados en etapas iniciales de enfermedad arterial 
coronaria aguda y crónica y en desórdenes renales crónicos han demostrado la 
seguridad y factibilidad de esta terapia celular 49. Otra aplicación de estas células es el 
uso de stents recubiertos con anticuerpos anti CD34 para capturar progenitores 
circulantes en los sitios de injuria y aumentar la reendotelización en pacientes 
sometidos a intervención percutánea coronaria 50,51.  
La capacidad angiogénica y reparadora de los progenitores endoteliales puede 
potenciarse a través de su combinación con otras células o agentes. En ese sentido, 
ha sido reportado que el tratamiento combinado de estos progenitores con células 
madres mesenquimales 52–56, células estromales derivadas del tejido adiposo 57 o 
células mieloides  52,58 mejora sinérgicamente la neovascularización en comparación 
con el uso de cualquier población celular sola 56. Asimismo, el tratamiento previo con 
eritropoyetina 59,60, fucoidan 61,62, CD146 soluble 63, TNFα transmembrana 64 o lisado 
de plaquetas 65 también mejora la eficacia terapéutica de los progenitores endoteliales 
in vivo. 
Uno de los aspectos más interesantes y novedosos acerca del uso clínico de 
estos progenitores se basa en la posibilidad de utilizarlos como delivery de fármacos, 
aprovechando su capacidad de migrar e incorporarse a la vasculatura del huésped. En 
ese sentido, el grupo de Melero Martin ha abordado numerosas estrategias de terapia 
génica que resultaron en la obtención de CFCE que expresan y liberan eritropoyetina y 
que, una vez trasplantadas en ratones anémicos, fueron capaces de revertir la 
enfermedad 66. Más recientemente, se han considerado a las CFCE una población 
target para la terapia anti cáncer, ya que pueden ser cargadas con agentes 
antitumorales y depositarlos directamente en el tumor gracias a su capacidad de 
incorporarse a la microvasculatura del mismo 67–69. 
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Microambiente inflamatorio  
La inflamación es una respuesta inmediata del cuerpo frente al daño celular y 
tisular causado por patógenos, productos químicos o injuria física. Esta respuesta está 
caracterizada por cuatro signos cardinales: calor, rubor, dolor e hinchazón. La respuesta 
inflamatoria ocurre sólo en tejidos conectivos vascularizados y surge con el fin defensivo 
de aislar y destruir al agente dañino, así como de reparar el tejido u órgano dañado. La 
inflamación aguda es un proceso de corta duración que provoca alteraciones en la 
permeabilidad vascular, modificaciones leucocitarias y el aumento de mediadores 
inflamatorios. En parte, la inflamación se resuelve simplemente porque los mediadores se 
producen en estallidos rápidos (solamente mientras persiste el estímulo), tienen vidas 
medias cortas y son degradados tras su liberación. De manera opuesta, la inflamación 
crónica es una respuesta prolongada y desregulada que involucra la inflamación activa, la 
destrucción tisular y atenta contra la reparación tisular 70. 
El microambiente tisular, el cual se supone que proporciona contactos celulares, 
factores de crecimiento solubles y otras señales químicas para una apropiada 
vasculogénesis, en condiciones de inflamación exacerbada y/o daño tisular severo puede 
resultar nocivo y conducir al estrés y la muerte de las células encargadas de la reparación, 
por lo que tanto las CFCE trasplantadas como así también las endógenas pueden verse 
afectadas negativamente por estas condiciones. Este microambiente presenta diversos 
patrones asociados al daño tisular (DAMPs), son moléculas que, en condiciones 
fisiológicas, permanecen secuestradas intracelularmente y, por ende, no son reconocidas 
por el sistema inmune. Sin embargo, bajo condiciones de estrés celular o lesión de los 
tejidos, estas moléculas son secretadas activamente por las células inmunes estresadas 
(por ejemplo, son expuestas como neo-antígenos) o pasivamente liberadas al medio 
extracelular por las células muertas o por la matriz extracelular dañada 71–74. Los 
principales DAMPs dentro del microambiente isquémico son:  
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 las histonas extracelulares, las cuales son liberadas como resultado de la 
muerte de células 75 y también durante la formación de las trampas 
extracelulares de neutrófilos (NETs).  
  los cristales de urato monosódico (MSU), que son considerados uno de los 
DAMPs más abundantes debido a que la isquemia favorece, a través de la 
conversión de la xantina oxidasa, la producción de ácido úrico intracelular, el 
cual es liberado después de la muerte celular, formando cristales de MSU 76,77. 
 Las especies reactivas del oxígeno (ROS), liberadas por neutrófilos y 
macrófagos en el sitio de isquemia con el fin de eliminar patógenos 78. 
 Un microambiente ácido (ver sección Acidosis). 
En el microambiente inflamatorio isquémico también se pueden encontrar altos 
niveles de citoquinas proinflamatorias como TNFα, IL6, IL1, IL18 e INFɤ 79,80 que pueden 
afectar la sobrevida de las CFCE. Además, las células inflamatorias liberan quimioquinas 
como SDF1, IL8 y MCP1 81, que atraen a otras células inmunes y progenitores, como así 
también factores de crecimiento que promueven la angiogénesis como PDGF, TGFβ, 
FGF, and VEGF 82. 
 
Acidosis 
La acidosis es un término clínico que indica un trastorno hidroelectrolítico que 
puede conducir a la acidemia, definida por un pH sanguíneo menor a 7.35. La acidosis 
puede ser metabólica o respiratoria. La primera puede ser causada por el aumento en 
la generación de H+ de origen endógeno (por ej: cetonas) o ácidos exógenos (por ej: 
salicilatos, etilenglicol, metanol); incapacidad de los riñones para excretar el hidrógeno 
producido por la ingesta de proteínas de la dieta (acidosis tubular renal tipo I, IV); o por 
la pérdida de bicarbonato (HCO-) debido a la excesiva eliminación a través riñón 
(acidosis tubular renal tipo II) o del tracto gastrointestinal (diarrea). La acidosis 
respiratoria se debe al aumento del ácido carbónico circulante al no producirse una 
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eliminación normal del CO2 por vía respiratoria como resultado de una hipoventilación 
alveolar por insuficiencia respiratoria: cuando el CO2 se une con el agua se convierte 
en ácido carbónico, un ácido débil que se disocia parcialmente en bicarbonato y H+; 
estos iones de hidrógeno son los causantes del incremento de la acidez plasmática, lo 
que resulta en una acidosis sistémica 83. 
El rango fisiológico de valores de pH se mantiene entre 7.36 y 7.44. Sin 
embargo, el pH puede caer a valores de 6.5-6.0 en una variedad de condiciones 
patológicas. Por ejemplo, durante la isquemia cerebral, el pH del fluido extracelular 
decrece de 7,3 a 6,8-6,4 84  y en condiciones de hiperglucemia estos valores pueden 
dismuniuir hasta 6,1 85,86. De hecho, una característica común en diversas situaciones 
donde la formación de vasos sanguíneos ocurre activamente, como la injuria vascular, 
isquemia tisular, reparación de heridas, trauma, quemaduras y el desarrollo de 
tumores, es la presencia de un microambiente inflamatorio ácido 87–89. La acidosis 
representa un desafío para la supervivencia celular porque una disminución en el pH 
extracelular puede causar acidificación intracelular. Teniendo en cuenta que la 
mayoría de los procesos celulares básicos dependen del pH, la exposición a un 
microambiente ácido es capaz de gatillar activación, expresión de moléculas de 
adhesión, producción de citoquinas inflamatorias, maduración o inducción de muerte 
celular programada 90–92. De hecho, una variación de 0.1 en el pH intracelular (pHi) 
puede alterar funciones biológicas básicas como, producción de ATP, síntesis de 
proteínas, proliferación celular, proliferación y apoptosis. 
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Objetivo general 
Las enfermedades isquémicas son una de las principales causas de muerte en 
el mundo y la posibilidad de regeneración tisular mediante la terapia con células madre 
y progenitores ha despertado gran interés en la medicina actual. Los progenitores 
endoteliales poseen un gran potencial terapéutico debido a su papel crucial en la 
formación de vasos sanguíneos de novo, En este sentido, numerosas evidencias 
clínicas y preclínicas indican que la terapia celular con progenitores endoteliales puede 
promover exitosamente la neovascularización de tejidos isquémico como el miocardio, 
el cerebro y los músculos de miembros inferiores y que la administración de estos 
progenitores, solos o en combinación con terapias tradicionales, es prometedora para 
el tratamiento de enfermedades cardiovasculares como la ateroesclerosis y diabetes . 
Aun así, teniendo en cuenta la limitada disponibilidad de progenitores endoteliales en 
sangre periférica y médula ósea y el hecho de que en pacientes con riesgo 
cardiovascular el número y/o función de los progenitores endoteliales se encuentran 
enormemente reducidos, en la actualidad se impulsa el desarrollo de nuevas 
estrategias para optimizar la expansión y diferenciación de los progenitores 
endoteliales ex vivo y por ende los resultados terapéuticos con fines regenerativos.  
La escasa viabilidad de los progenitores, tanto endógenos como trasplantados, 
que llegan al tejido lesionado es una limitación adicional para una apropiada 
revascularización. El microambiente tisular, el cual se supone que proporciona 
contactos celulares, factores de crecimiento solubles y otras señales químicas para 
una apropiada vasculogénesis, en condiciones de inflamación exacerbada y/o daño 
tisular severo puede resultar nocivo y conducir al estrés y la muerte celular. Entre sus 
componentes encontramos especies reactivas del oxígeno, diversas citoquinas 
proinflamatorias, patrones moleculares asociados al daño tisular y condiciones de 
hipoxia y acidosis, entre otros. 
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La acidosis, una característica típica del microambiente inflamatorio, representa 
un desafío para la supervivencia celular ya que una disminución en el pH extracelular 
puede causar acidificación intracelular y la subsecuente activación de varias 
respuestas celulares, incluyendo la muerte celular. El rango fisiológico de valores de 
pH se mantiene entre 7.36 y 7.44. Sin embargo, estos niveles pueden caer a valores 
de 6.5-6.0 en una variedad de condiciones patológicas donde la formación de nuevos 
vasos sanguíneo ocurre activamente como en la isquemia, el crecimiento tumoral y la 
injuria tisular . En este contexto, previamente demostramos que la exposición de 
progenitores hematopoyéticos (células CD34+)  a un medio ácido, incluso por periodos 
tan breves como 30 segundos, induce arresto del ciclo celular y apoptosis 93. 
Considerando que las CFCE son una subpoblación de las células CD34+ y que tiene 
un papel fundamental en la vasculogénesis, nuestro objetivo fue investigar el efecto 
de la acidosis en la sobrevida y funcionalidad de estos progenitores 
endoteliales.  
 
Objetivos específicos 
1. Estudiar el efecto de la acidosis en las siguientes respuestas angiogénicas de 
las CFCE in vitro:  
a. sobrevida. 
b. proliferación y ciclo celular. 
c. quimiotaxis inducida por VEGF o SDF1.  
d. reparación de heridas.  
e. adhesión a células endoteliales activadas y a componentes de la matriz. 
f. formación de pseudotúbulos. 
 
2. Elucidar los mecanismos involucrados en el efecto de la acidosis, estudiando: 
a. la expresión de los receptores de VEGF1 (KDR) y SDF1 (CXCR4).  
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b. la activación de señales intracelulares clásicas que regulan la función 
endotelial (ERK, AKT, p38). 
 
3. Estudiar el efecto del pH sobre la capacidad regenerativa de las CFCE in vivo, 
analizando distintos parámetros de la reparación tisular en un modelo murino 
de isquemia de miembro inferior: 
a. recuperación del flujo sanguíneo en miembros inferiores. 
b. densidad vascular en el músculo gastrocnemio.  
c. signos de necrosis e inflamación tisular. 
 
4. Determinar si el preacondicionamiento ácido es capaz de proteger la acción de 
moléculas que afectan la sobrevida y funcionalidad de las CFCE. Se analizarán 
la viabilidad y las principales respuestas angiogénicas (proliferación, reparación 
de heridas, migración y tubulogénesis) en: 
a. presencia de DAMPs (cristales de MSU e histonas extracelulares). 
b. presencia de moléculas proinflamatorias (TNFα). 
c. condiciones de alta glucosa. 
 
5. Comparar el efecto de la acidosis sobre los progenitores endoteliales de 
crecimiento tardío de cordón umbilical con otros progenitores o células 
maduras del linaje que participan en la reparación tisular, analizando las 
principales respuestas angiogénicas en: 
a. progenitores de crecimiento tardío de sangre periférica. 
b. células endoteliales de macrovasculatura (HUVEC).  
c. células endoteliales de microvasculatura (HMEC1). 
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Obtención de muestras 
Las muestras de sangre de cordón umbilical y de cordón umbilical fueron 
obtenidas en el Servicio de Obstetricia del Hospital Bernardino Rivadavia y las de 
sangre periférica fueron obtenidas del Hospital Fernández. Las madres dieron su 
consentimiento escrito, autorizando la recolección de las muestras y el uso de las 
mismas con fines de investigación. La identidad fue mantenida en anonimato y reserva 
de confidencialidad según normas del Ministerio de Salud de la Nación en su guía para 
investigaciones clínicas. Este plan de trabajo y los consentimientos informados fueron 
aprobados por los Comités de Ética, Docencia y Bioseguridad de la Academia 
Nacional de Medicina. 
 
Aislamiento y cultivo de progenitores endoteliales 
La obtención de las CFCE humanas, se realizó a partir de células CD34+ de 
sangre de cordón umbilical o de sangre periférica humana de donantes sanos. Las 
muestras de sangre de cordón umbilical fueron recolectadas inmediatamente luego de 
partos normales o cesáreas en bolsas de recolección estériles conteniendo heparina 
como anticoagulante. Cada muestra se diluyó con solución fisiológica (1:2 v/v) y 
centrifugó a 180 xg durante 15 minutos. Luego de descartar el plasma rico en 
plaquetas, se recompuso el volumen inicial con solución fisiológica y se aislaron las 
células mononucleares por centrifugación sobre un gradiente de Ficoll-Hypaque 1.077 
g/cm3 (GE, Buckinghamshire, UK) a 200 xg durante 25 minutos. Luego de dos lavados 
con solución fisiológica y posterior lisis de glóbulos rojos residuales con una solución 
de NH4Cl (0.17 M), las células mononucleares se recuperaron por centrifugación en 
solución fisiológica. Las células CD34+ fueron purificadas por inmunoselección 
magnética positiva empleando un kit comercial (Miltenyi Biotec, Bergish Gladbach, 
Alemania), siguiendo instrucciones del fabricante. Brevemente, las células 
mononucleares fueron resuspendidas en buffer de marcado conformado por buffer 
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fosfato salino (PBS) suplementado con EDTA (2 mM) y albumina sérica bovina  (BSA, 
0.5%) e incubadas durante 30 minutos con IgG humana, para bloquear los sitios de 
unión inespecífica, y con un anticuerpo monoclonal anti-CD34 conjugado con 
microesferas magnéticas. Tras eliminar el exceso de anticuerpo con un lavado, las 
células se resuspendieron en buffer de marcado y atravesaron una columna adosada 
a un imán. De esta manera, las células positivas para este marcador quedaron 
retenidas en la columna. Luego de 3 lavados para eluir las células negativas, la 
columna fue separada del imán y las células CD34+ fueron recolectadas (Figura 4). La 
pureza de la población fue determinada por marcación de las células con un 
anticuerpo anti CD34 dirigido contra otro epitope (BD Biosciences, San Jose, CA) y 
analizado por citometría de flujo (FACSCalibur, BD Biosciences), utilizando el software 
FCS Express V3 (De Novo Software, Glendale, CA). La pureza fue siempre mayor al 
97%. 
 
 
 
 
Las células CD34+ (5x105/pocillo) fueron sembradas en placas de 24 pocillos 
previamente recubiertas con gelatina (2%) (Sigma,St Louis, MO) en 1 ml de medio de 
crecimiento endotelial EGM2 (del inglés: Endothelial Growth Medium 2) (Lonza, 
Figura 4. Diferentes etapas 
de la purificación de células 
CD34
+
 por inmunoselección 
magnética positiva. 
Materiales y métodos 
31 
 
Walkersville, MD) que contiene suero fetal bovino (SFB), hidrocortisona, factor de 
crecimiento fibroblástico humano (hFGF), factor de crecimiento endotelial vascular 
(VEGF), factor de crecimiento de tipo insulina de cadena larga R3 humano (R3-IGF-1), 
ácido ascórbico, factor de crecimiento epidérmico humano (hEGF), gentamicina, 
anfotericina-B y heparina. Las células no adherentes fueron descartadas a los 4 días 
de cultivo y las colonias endoteliales fueron visualizadas después de 14 a 21 días. 
Cada colonia fue tratada con tripsina (0,05% p/v) y cultivadas en EGM2 para su 
expansión. Una vez expandidas, las CFCE fueron utilizadas dentro de los 45 días de 
cultivo, momento en el cual aún conservan sus características de progenitores 
intactas. En algunos casos, los progenitores fueron congelados en nitrógeno líquido 
hasta su uso. 
Procedimientos similares fueron utilizados para aislamiento de CFCE de sangre 
periférica. Brevemente, se utilizaron 30 mL de sangre periférica fresca y las células 
mononucleares fueron obtenidas por centrifugación sobre un gradiente de Ficoll-
Hypaque, luego resuspendidas en EGM2 y sembradas (5x106) en placas de 6 pocillos 
previamente recubiertas con fibronectina (10 µg/ml, Sigma, St Louise, MO). El medio 
de cultivo fue reemplazado cada 3 días hasta el día 14-21, momento en el cual se 
observaron las primeras colonias.  
La caracterización de los CFCE se llevó a cabo según se ha descripto 
previamente 94,95, utilizando distintas estrategias que confirman su naturaleza: 
1) La clásica morfología de empedrado (tipo cobblestone) de la monocapa confluente 
fue observada por microscopía óptica (Figura 5A). 
2) La expresión de marcadores endoteliales como el FVW y CD31 (PECAM) (BD 
Biosciences, San Jose, CA), combinada con la presencia del marcador de 
progenitores CD133 (BD Biosciences, San Jose, CA) (Figura 5) y la ausencia de 
marcadores mieloides como el CD14 y CD45 (datos no mostrados) fueron confirmadas 
por citometría de flujo. 
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3) La tasa de crecimiento de los progenitores, la cual fue significativamente mayor a la 
de células endoteliales maduras derivadas de la vena de cordón umbilical (1.9±0.3 
veces por día vs 0.5±0.2, p<0.05, n=10). 
 
 
 
 
 
 
Obtención de células endoteliales maduras de macro y microvasculatura 
  Las células primarias de macrovasculatura (HUVEC) fueron aisladas de la 
vena umbilical humana por digestión con colagenasa tipo I (0.3 mg/ml) (Sigma,St 
Louis, MO) y caracterizadas siguiendo procedimientos descriptos anteriormente 96,97. 
Estas células fueron utilizadas hasta el pasaje número 4. La línea transformada de 
células endoteliales de microvasculatura humana (HMEC1) fueron cedidas 
generosamente por el Center for Disease Control and Prevention (Atlanta, GA). Ambos 
tipos celulares fueron cultivados en el medio de crecimiento endotelial EGM2 en 
condiciones similares a los progenitores endoteliales. 
Figura 5. Caracterización de las CFCE. A) Morfología bajo microscopio óptico y análisis de 
la expresión de diferentes marcadores por citometría de flujo como B) FvW, C) CD31 y D) 
CD133. 
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Protocolo de acidificación y diseño experimental 
El medio de cultivo fue acidificado mediante de la adición de un volumen 
precalculado de HCl isotónico (1 N). El pH del medio se midió usando un electrodo a 
37ºC y se obtuvo un promedio de 7.39±0.04, 7.03±0.03, 6.62±0.03 (n=3).  
Se realizaron dos protocolos de acidificación: 1) los ensayos de angiogénesis 
se realizaron con CFCE expuestas a EGM2 a pH 7.4, 7 o 6.6 durante todo el ensayo y, 
2) los progenitores endoteliales fueron expuestos a EGM2 ajustado a los distintos 
valores de pH durante el periodo de tiempo indicado y luego el medio fue reemplazado 
por EGM2 fresco ajustado a pH fisiológico (7.4), estrategia conocida como 
preacondicionamiento acido. En algunos ensayos, la acidificación se llevó acabo en 
medio básico EBM2 (del inglés endothelial basic médium) que no contiene citoquinas. 
Posteriormente, las distintas respuestas angiogénicas fueron evaluadas.  
Los inhibidores de p38 (SB203580), ERK1/2 (U0126) y AKT (LY294002) (Enzo 
Life Sciences International, Inc., San Diego, CA) fueron incubados 30 minutos antes 
del preacondicionamiento ácido. 
Los cristales de urato monsódico (MSU) (InvivoGen, San Diego, CA), las 
histonas recombinantes humanas (New England Biolabs, Ipswich, MA), la D-(+)-
glucose (Sigma, St Louis, MO) y/o el TNFα recombinante humano (Cell Signaling 
Technology, Danvers, MA) fueron añadidos después del preacondicionamiento ácido y 
estuvieron presentes durante todo el ensayo. El manitol (Sigma, St Louis, MO) (control 
osmótico) y una concentración normal de glucosa (5 mM) fueron utilizados en paralelo 
y en ambos casos, los resultados no mostraron diferencias significativas con las 
células no tratadas (datos no mostrados). 
 
Ensayos de viabilidad y apoptosis 
La muerte celular se evaluó luego de 24 horas mediante dos técnicas diferentes de 
uso corriente en nuestro laboratorio 98,99. 
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1) Morfología nuclear: Se utilizó una mezcla de colorantes fluorescentes que se 
intercalan en el ADN como el naranja de acridina (100 µg/ml) (Sigma, St Louise, MO), 
que difunde libremente y permite diferenciar morfológicamente los núcleos normales 
de los apoptóticos, y el bromuro de etidio (100 µg/ml) (Sigma, St Louise, MO) que no 
penetra en células cuya membrana plasmática esté integra y permite diferenciar entre 
células viables e inviables. De esta manera, la combinación entre la morfología y el 
color de los núcleos permite distinguir entre células viables, apoptóticas tempranas, 
apoptóticas tardías y necróticas (Figura 6). Luego de 5 minutos, las suspensiones 
celulares fueron montadas en un portaobjetos y analizadas bajo un microscopio de 
fluorescencia directo (Nikon). Al menos 300 células fueron evaluadas en cada 
experimento. 
2) Exposición de fosfatidilserina: La fosfatidilserina, la cual se expresa en la 
membrana plasmática cuando comienza el proceso apoptótico, fue detectada 
utilizando un kit comercial de Anexina V conjugada con isotiocianato de flouresceína 
(FITC) e ioduro de propidio (IP) (BD Biosciences). La Anexina V posee alta afinidad 
por la fosfatidilserina y el ioduro de propidio penetra en células que han perdido la 
integridad de la membrana plasmática. Las células fueron marcadas con Anexina V 
durante 30 minutos en la oscuridad y finalmente, una solución de ioduro de propidio 
(0.5 µg/ml) fue agregada inmediatamente antes de la adquisición. Las muestras fueron 
adquiridas y analizadas por citometría de flujo.  
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Ensayos de proliferación 
Los progenitores (1,5x104/pocillo) fueron sembrados en placa de 96 y tratados 
con los diferentes niveles de pH a distintos tiempos. La proliferación fue analizada 
mediante el recuento celular en cámara de Neubauer y por determinación de la 
actividad de la fosfatasa ácida, enzima constitutivamente expresada en las células. En 
este último ensayo, los progenitores fueron incubados con el sustrato cromogénico de 
la fosfatasa ácida, denominado pNPP (3 mg/ml) (Sigma, St Louis, MO), durante 1 hora 
a 37ºC, la reacción fue detenida con NaOH (2 N) y leída por espectrofotometría a 405 
nm 94,99. El número de células endoteliales fue extrapolado utilizando una curva de 
calibración de absorbancia en función del número de células. 
 
Figura 6. Estudio de la morfología nuclear por tinción con naranja de acridina (NA) y 
bromuro de etidio (BrEt) y posterior análisis por microscopia de fluorescencia. Se pueden 
distinguir células viables, apoptóticas tempranas, apoptóticas tardías y necróticas. 
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Ensayo de migración en transwells. 
La migración en respuesta a citoquinas (quimiotaxis) fue analizada en un 
sistema de transwells (Sigma, St Louis, MO) con membrana de 8 μm de diámetro de 
poro recubierta con gelatina. Las células (1,5x104) resuspendidas en EBM2 con SFB 
(5%) (Gibco, Grand Island, NY) fueron colocadas en la parte superior de la cámara, 
mientras que los estímulos quimioatractantes como el EGM2, el VEGF o el SDF1 
(Abcys, Paris, France) fueron colocados en la parte inferior 97. Luego de 6 o 24 horas, 
las células remanentes en la parte superior de la canasta fueron removidas 
mecánicamente y las membranas fueron fijadas, teñidas con Giemsa y fotografiadas 
bajo el microscopio óptico (magnificación original 40x). El número de células migradas 
fue determinado analizando las imágenes con el software Image J (NIH, Bethesda, 
MD). 
 
Ensayo de reparación de heridas in vitro 
La monocapa confluente de CFCE fue dañada mecánicamente con la ayuda de 
un tip, generando una brecha vertical. En estas condiciones, los progenitores migran 
desde ambos lados de la brecha hacia el centro de la herida con el objetivo de 
cerrarla. El área dañada fue registrada fotográficamente inmediatamente después del 
daño (tiempo 0)  y luego a diferentes tiempos (magnificación original 40x). El área de 
la herida fue medida mediante el análisis de las imágenes con el software ImageJ y el 
porcentaje de cierre de herida fue calculado según la siguiente fórmula [(área dañada 
a las 0 horas – área dañada a X horas) / área dañada a las 0 horas] *100 99.  
 
Ensayo de angiogénesis in vitro 
Las células (1,5x104/pocillo) fueron sembradas en placa de 96 pocillos sobre 
una matriz proteica de consistencia semisólida conocida como GeltrexTM (Gibco, Grand 
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Island, NY) la cual permite la diferenciación de las células endoteliales a estructuras 
tubulares. Luego de 18 horas, tiempo óptimo para la formación de dichos 
pseudotúbulos, se registraron imágenes fotográficas bajo un microscopio de contraste 
de fases. El número total de puntos de ramificación fue cuantificado en las imágenes 
(magnificación original 40x) utilizando el software ImageJ 94,99. 
 
Expresión del antígeno Ki67 
El ciclo celular de los progenitores fue sincronizado por incubación con EBM2 
con 1% de SFB durante toda la noche antes de la acidificación. La progresión del ciclo 
celular fue determinada por citometría de flujo analizando simultáneamente la 
expresión del antígeno nuclear asociado a la proliferación celular Ki67 y el contenido 
de ADN (ioduro de propidio) 93. Brevemente, las células fueron fijadas en etanol 70% 
frío, lavadas, e incubadas con el anticuerpo anti Ki67 conjugado con FITC (BD 
Biosciences, San Jose, CA) durante 30 minutos. Posteriormente, una solución de 
ioduro de propidio (0.5 µg/ml) fue agregada inmediatamente antes de la adquisición. El 
análisis fue realizado sobre la población de células viables. El antígeno Ki67 es una 
proteína nuclear que se expresa en todos los estadios del ciclo celular (G1, S, G2, M) 
y está ausente cuando la célula está en estado quiescente (G0), mientras que la 
fluorescencia del ioduro de propidio se incrementa en células que poseen mayor 
contenido de ADN (como ocurre en las fases S, G2 y M). De esta manera, el 
porcentaje de células en cada estadio fue determinado de acuerdo a la combinación 
de positividad para Ki67 y para ioduro de propidio (Figura 7). La línea de corte en cada 
canal de fluorescencia fue establecida utilizando la misma población celular sin 
marcar. 
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Expresión de los receptores de superficie CXCR4, KDR y PECAM 
La expresión de las moléculas CXCR4, KDR y PECAM fue analizada por 
citometría de flujo. Las células fueron incubadas con anticuerpos monoclonales 
específicos CXCR4, KDR y PECAM (BD Biosciences) conjugados con FITC o con 
ficoeritrina (PE) durante 20 minutos a 4ºC. Como control negativo, se utilizaron los 
isotipos correspondientes conjugados con los mismos fluorocromos. Las muestras 
fueron adquiridas y analizadas por citometría de flujo, utilizando el software FCS 
Express V3. 
 
Ensayo de adhesión 
La adhesión de las CFCE fue estudiada bajo dos condiciones:  
1)  Adhesión estática: Las CFCE (2x104/pocillo) fueron sembradas en placa de 48 
pocillos previamente recubiertas con fibronectina recombinante bovina (10 μg/mL) 
(Sigma, St Louise, MO) o con colágeno tipo I de cola de rata (10 μg/mL) (BD 
Biosciences). Por otro lado, las CFCE (5x104/pocillo) fueron teñidas con éster de 
succinimidilo de carboxifluoresceína ( eBioscience, San Diego, CA) y sembradas sobre 
una monocapa de HUVEC activadas previamente durante 4 horas con TNFα (20 
Figura 7. Gráfico de dot 
plot representativo de la 
doble marcación de 
Ki67 e ioduro de 
propidio (IP). 
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ng/ml). Luego de 30 minutos o 2 horas, los pocillos fueron lavados con PBS 3 veces y 
las células adherentes fueron registradas fotográficamente bajo un microscopio de 
contraste de fases (magnificación 40x) o utilizando un microscopio confocal (Olympus 
FV-1000, Tokio, Japón). El número de células adheridas fue determinado utilizando el 
software ImageJ.   
2) Adhesión en un modelo dinámico: Las CFCE (50/segundo) fueron teñidas con 
éster de succinimidilo de carboxifluoresceína (eBioscience, San Diego, CA) y 
perfundidas a través de la cámara de flujo. Esta cámara es un dispositivo de acrílico 
que posee orificios de entrada y salida para el líquido de perfusión y, entre la cámara y 
el vidrio previamente recubierto con colágeno tipo I o con una monocapa de HUVEC 
activadas con TNFα, se encuentra una membrana de silicona con una ranura que 
permite el paso de las CFCE. Según el tamaño de la ranura y la velocidad de 
perfusión, se define la fuerza de cizallamiento aplicada. Las CFCE fueron perfundidas 
sobre el colágeno tipo I y HUVEC activadas a una velocidad de 10 l/min (fuerza de 
cizallamiento: 1 dyn/cm2) durante 15 minutos (Figura 8). Luego, la cámara fue 
desmontada y las células adherentes fueron fijadas con PFA (1%) y fotografiadas 
utilizando un microscopio confocal (Olympus FV-1000, Tokio, Japón). El número de 
células adheridas fue determinado utilizando el software ImageJ.  
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Detección de fosfoproteínas por Western Blot 
Las CFCE preacondicionadas o no fueron incubadas con EGM2 o EBM2 
durante 30 minutos y lisadas con loading buffer (62.5 nM, tris-HCl pH 6.8, 25% glicerol, 
2% SDS, 0.01% azul de bromofenol y 5% 2-mercaptoetanol) en presencia de un cóctel 
de inhibidores de proteasas. Cantidades equivalentes de proteínas de cada muestra 
(30 μg/calle) fueron corridas por electroforesis en gel de acrilamida al 10% por SDS-
PAGE y electrotransferidos a membranas de nitrocelulosa (GE Healthcare, 
Buckinghamshire, UK). Luego de 30 minutos de bloqueo con BSA (3%), las 
membranas fueron incubadas con anticuerpos primarios (antifosfo ERK1/2 (Tyr 204) 
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), antifosfo p38 (Tyr 182) (Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA), antifosfo AKT (Tyr 473) (Abcam, Cambridge, UK), anti 
FAK (fosfo Y397) (Abcam, Cambridge, UK) y anti β-actina (BD Biosciences, San Jose, 
CA) durante toda la noche a 4ºC. Una vez lavadas, las mismas fueron incubadas con 
un anticuerpo secundario conjugado con HRP durante 1 hora a temperatura ambiente. 
Figura 8. Esquema de la cámara de flujo. Las CFCE marcadas con éster de succinimidilo 
de carboxifluoresceína (CFSE) son perfundidas sobre las HUVEC activadas con TNFα o 
sobre colágeno tipo I adheridos a un vidrio conectado a una cámara de flujo. 
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Las bandas de las proteínas fueron visualizadas utilizando la reacción de 
electroquimioluminiscencia (ECL). Los resultados del Western Blot fueron 
cuantificados calculando la densidad óptica (DO) relativa de las bandas previamente 
escaneadas utilizando el software Gel-Pro Analizer 3.1 (Rockville, MD) y los valores 
fueron normalizados respectp a los valores de β-actina. 
 
Modelo murino de isquemia de miembro inferior 
Estos ensayos fueron realizados en el INSERM U1140, Universidad Paris 
Descartes, Francia. Se utilizaron ratones atímicos inmunodeprimidos (conocidos como 
nude), los cuales fueron criados en un ambiente controlado con libre acceso a agua y 
a una dieta estándar. El cuidado de los animales se ajustó a las normas francesas 
(Services Vétérinaires de la Santé et de la Production Animale, Paris, Francia), y los 
experimentos se realizaron de acuerdo con las pautas del Comité Institucional de 
Cuidado y Uso de Animales de la Universidad Paris Descartes (C75.06.02). Los 
ratones fueron sometidos a una cirugía para inducir isquemia en el miembro inferior 
62,100. Los animales fueron anestesiados por inhalación de isoflurano 20%. Luego, se 
realizó una pequeña incisión en el miembro izquierdo, por la cual se puede observar el 
paquete vasculonervioso, del cual se separó la arteria femoral. Esta arteria fue ligada 
con un hilo de seda no reabsorbible a 0.5 cm de la bifurcación de las arterias safena y 
poplítea y, por último, la herida fue cerrada con un clamp quirúrgico. Las CFCE (1x105) 
fueron inyectadas en el plexo retroorbital o directamente en el músculo isquémico en 
solución fisiológica 5 horas después de la cirugía y la solución fisiológica sola fue 
utilizada como control negativo. El índice de perfusión del flujo sanguíneo en el 
miembro isquémico vs. miembro normal fue determinado luego de 14 días utilizando 
un sistema de imágenes de perfusión de láser Doppler y su software asociado 
(PeriScan Pim3, Perimed, Crappone, France). Los músculos gastrocnemios fueron 
iaremovidos, fijados, incluidos en parafina y finalmente teñidos con hematoxilina-
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eosina (H&E) o con la tinción tricrómica de Masson. La densidad vascular fue 
determinada contando el número de vasos sanguíneos en los preparados con la 
tinción tricrómica de Masson. El grado de inflamación fue calculado analizando la 
presencia vacuolas, núcleos centralizados e hipertróficos y el infiltrado leucocitario en 
los cortes teñidos con H&E. 
 
Análisis estadístico de los resultados 
Los resultados fueron expresados como promedio ± error estándar de la media. 
Para determinar diferencias significativas entre grupos, los datos fueron analizados 
mediante la prueba T de Student o ANOVA seguido por el test de análisis de múltiples 
comparaciones Newman-Keuls de acuerdo al diseño experimental, utilizando el 
software GraphPad Prism (Versión 5.0, San Diego, CA). Un valor de p<0.05 fue 
considerado estadísticamente significativo. 
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Efecto dual de la acidosis sobre las respuestas angiogénicas de las CFCE 
Basándonos en nuestro estudio previo en el que demostramos que la acidosis 
induce apoptosis en las células CD34+ 93, en los primeros ensayos analizamos si el 
medio ácido afecta la sobrevida de las CFCE. Para ello, incubamos las células en 
medio de crecimiento EGM2 ajustado a pH 7.4, 7.0 y 6.6 y la apoptosis fue 
determinada a distintos tiempos por citometría de flujo luego de la doble marcación 
con anexina V e ioduro de propidio. A diferencia de lo observado en las células CD34+, 
mientras que la deprivación de suero indujo apoptosis de las CFCE, la acidosis no tuvo 
efecto (Figura 9A). 
A continuación, estudiamos in vitro el efecto de la acidosis en numerosas 
respuestas angiogénicas de estos progenitores como la proliferación, la quimiotaxis, la 
capacidad de reparar heridas y la formación de pseudotúbulos. Encontramos que 
todas las respuestas estudiadas disminuyeron de manera dependiente del pH luego de 
6 horas de incubación a pH ácido. Sin embargo, cuando las mismas repuestas fueron 
analizadas luego de 24 horas a pH ácido, el efecto inhibitorio de la acidosis sobre la 
reparación de heridas, la proliferación y la quimiotaxis ya no fue observado y, 
sorpresivamente, la formación de túbulos se encontró notablemente aumentada en 
estos progenitores (Figura 9B).  
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Figura 9. Efecto de la acidosis en la sobrevida y funcionalidad de las CFCE. Las células 
fueron incubadas en EBM2 (sin suero) o en EGM2 ajustado a pH 7.4, 7.0 o 6.6. A) La apoptosis 
fue medida en los periodos de tiempo indicados mediante la doble marcación con anexina V e 
ioduro de propidio y el posterior análisis por citometría de flujo (n=4). B) Las respuestas 
angiogénicas fueron determinadas luego de 6 y 24 horas (n=6). *p<0.05 vs pH 7.4. 
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En los siguientes experimentos, analizamos el efecto de la acidosis en las 
respuestas angiogénicas de células endoteliales de macro (HUVEC) y 
microvasculatura (HMEC1). Cuando estudiamos la proliferación y la reparación de 
heridas observamos que las mismas disminuyeron de manera dependiente de pH 
tanto a las 6 como a las 24 horas (Figura 10), mientras que la formación de 
pseudotúbulos no se encontró afectada a ningún tiempo estudiado (Figura 10).  
 
 
 
Figura 10. Efecto de la acidosis en la funcionalidad de las células endoteliales maduras. 
Las células endoteliales HMEC1 (A) y HUVEC (B) fueron incubadas en EGM2 ajustado a pH 
7.4, 7.0 o 6.6 y las respuestas angiogénicas fueron determinadas luego de 6 y 24 horas (n=3). 
*p<0.05 vs pH 7.4. 
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El análisis por citometría de flujo de la expresión del antígeno Ki67 indicó que el efecto 
inhibitorio temprano de la acidosis sobre la proliferación de CFCE estuvo asociado a 
un arresto del ciclo celular. Mientras que el ciclo celular se encontró marcadamente 
inhibido luego de 6 horas a pH 6.6 (incremento del porcentaje de las CFCE en G0 y 
disminución del porcentaje de estas en las fases proliferativas S/G2/M), el arresto fue 
menor a las 18 horas y desapareció completamente a las 24 horas, donde ya no se 
observaron diferencias significativas entre los distintos valores de pH (Figura 11A). 
Más aún, a las 48 horas la proliferación a pH 6.6 (porcentaje de las CFCE en las fases 
S/G2/M) fue mayor que a pH 7.4 (Figura 11A). Consistentemente con estas 
observaciones, hallamos un aumento en el número total de células a pH ácido luego 
de 48 horas (Figura 11B). Teniendo en cuenta que el total de células fue ligeramente 
mayor cuando las CFCE fueron expuestas a pH 6.6 vs pH 7.0, los próximos 
experimentos fueron realizados a pH 6.6. 
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Figura 11. Efecto de la acidosis en la progresión del ciclo celular y la proliferación de las 
CFCE. Las células fueron incubadas en EGM2 ajustado a pH 7.4, 7.0 o 6.6. A) La progresión 
del ciclo celular fue analizada luego del tiempo indico mediante la doble marcación con el 
antígeno Ki67 e ioduro de propidio y el análisis fue realizado por citometría de flujo (n=4). B) El 
recuento celular se realizó utilizando una cámara de Neubauer en los periodos de tiempo 
indicados (n=5). *p<0.05 vs pH 7.4. 
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El preacondicionamiento ácido incrementa las respuestas angiogénicas 
de las CFCE  
Con el propósito de explicar el efecto dual de la acidosis, los niveles de pH en 
el medio de cultivo fueron medidos a diferentes tiempos después de la acidificación. 
Encontramos que el pH del medio permanece estable en valores de 6.6 durante las 
primeras 6-8 horas y luego se basifica lentamente hasta aproximarse al valor normal 
de 7.4 a las 48 horas (Figura 12A).  Estos resultados sugieren que, aunque la acidosis 
inicialmente induce un arresto del ciclo celular, una vez que el pH se balancea, los 
progenitores endoteliales expuestos a medio ácido exhiben un incremento en sus 
respuestas proangiogénicas. Para probar esta hipótesis, realizamos un 
preacondicionamiento ácido que consistió en incubar a los progenitores a pH 7.4 o 6.6 
por un determinado periodo de tiempo y luego reemplazar el medio acidificado por 
medio fresco a pH 7.4. Inicialmente realizamos un estudio cinético de la formación de 
túbulos para determinar el tiempo mínimo de exposición al medio ácido que era 
necesario para observar el efecto proangiogénico máximo. Observamos que la 
exposición a pH 6.6 durante tiempos cortos como 15 minutos o 1 hora no fue suficiente 
para modificar la funcionalidad de las CFCE (Figura 12B) y, aunque a las 3 horas 
notamos un incremento significativo en el número de ramificaciones, el efecto 
proangiogénico máximo fue detectado luego de 6 horas (Figura 12B). Estos resultados 
fueron similares cuando analizamos la proliferación celular (Figura 12C). 
 
 
 
 
 
Resultados 
50 
 
 
Figura 12. El preacondicionamiento ácido incrementa la proliferación y la capacidad de 
formación de túbulos de las CFCE. A) Las células fueron incubadas en EGM2 ajustado a pH 
7.4, 7.0 o 6.6 y los niveles de pH fueron medidos a diferentes tiempos utilizando un pHmetro 
(n=3). B) Las células fueron incubadas en EGM2 normal o acidificado por el tiempo indicado y 
luego sembrados sobre Geltrex en EGM2 fresco a pH 7.4. Luego de 18 horas, el número de 
ramificaciones fue medido analizando las imágenes con el software ImageJ (n=6). C) Las 
células fueron cultivadas en EGM2 ácido por el periodo de tiempo indicado y luego el medio fue 
reemplazado por EGM2 fresco a pH 7.4. Luego de 48 horas, la proliferación celular fue 
determinada por el ensayo colorimétrico de pNPP (n=3). *p<0.05 vs pH 7.4. 
 
Habiendo determinado el tiempo óptimo de preacondicionamiento capaz de 
inducir un aumento la proliferación y tubulogénesis, en los siguientes experimentos 
evaluamos otras respuestas angiogénicas de las CFCE bajo estas condiciones. Una 
de las primeras etapas de la vasculogénesis es la migración de las CFCE al sitio de 
injuria en respuesta a un gradiente de citoquinas y quimioquinas, proceso denominado 
quimiotaxis. Al estudiar esta función observamos que el preacondicionamiento ácido 
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no fue capaz de modular la migración de CFCE inducida por EGM2 o por VEGF solo 
(Figura 13A). Considerando que el ligando SDF1 y su receptor CXCR4 juegan un 
papel fundamental en la migración de estas células, examinamos el efecto de la 
acidosis en la quimiotaxis mediada por SDF1 y observamos que la misma aumentó 
significativamente a pH ácido (Figura 13A). Interesantemente, este incremento fue 
acompañado por una elevada expresión del receptor de SDF1, el CXCR4, mientras 
que los niveles de expresión del receptor de VEGF (KDR) o de la molécula de 
adhesión PECAM no fueron alterados (Figura 13B). 
 
 
 
Figura 13. La quimiotaxis inducida por SDF1 y la expresión de CXCR4 se encontraron 
incrementadas en las CFCE preacondiciondas. Las células fueron incubadas en EGM2 
ajustado a pH 7.4 o 6.6 durante 6 horas y luego el medio fue reemplazado por EGM2 fresco a 
pH 7.4. A) La migración en respuesta a EGM2, SDF1 (20 ng/ml) y VEGF (20 ng/ml) fue 
evaluada sembrando las células en transwells. Después de 24 horas, el recuento de células 
migradas fue realizado bajo un microscopio óptico (n=4-5). B) La expresión de CXCR4, KDR y 
PECAM fue determinada luego de 24 horas por citometría de flujo (n=4). Los resultados son 
expresados en intesidad de fluorescencia media (IFM). *p<0.05 vs pH 7.4. 
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 Además de la migración, la adhesión de las CFCE al endotelio activado o a 
proteínas de la matriz extracelular son pasos fundamentales para un engraftment 
exitoso en el sitio dañado. Cuando analizamos la adhesión en condiciones estáticas, 
las CFCE preacondicionadas mostraron un incremento tanto en la adhesión intermedia 
(30 minutos) como en la focal (2horas) a fibronectina, colágeno tipo I y a células 
endoteliales maduras (HUVEC) activadas (Figura 14A). Resultados similares fueron 
observados en condiciones dinámicas, donde la acidosis temporal indujo un 
incremento en la adhesión de las CFCE a colágeno tipo I y a HUVEC activadas 
cuando las mismas fueron sometidas a una fuerza de cizallamiento fisiológica (Figura 
14B). Luego de la interacción con la matriz extracelular, las integrinas inician la 
transducción de señales mediante el reclutamiento de diversas proteínas de 
señalización y adaptadores a través de sus dominios citoplásmicos como la quinasa 
de adhesión focal (FAK, del inglés focal adhesion kinase), la cual desempeña un papel 
principal en la señalización de integrinas y la migración celular 101. Nuestros resultados 
demuestran que los niveles de fosforilación de FAK en Tyr576 fueron mayores en las 
CFCE preacondicionadas con respecto a las que no lo fueron (Figura 14C).  
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Figura 14. La adhesión tanto estática como dinámica se encuentran incrementadas las 
CFCE preacondicionadas. Las células fueron incubadas en EGM2 ajustado a pH 7.4 o 6.6 
durante 6 horas y luego el medio fue reemplazado por EGM2 fresco a pH 7.4. Luego las CFCE 
fueron teñidas o no con el colorante éster de succinimidilo de carboxifluoresceína. A) La 
adhesión a fibronectina, colágeno tipo I y HUVEC activadas fue estudiada luego de 30 minutos 
o 2 horas. Las células adheridas fueron fotografidas y contadas con el software Image J (n=5). 
B) Las CFCE fueron perfundias sobre colágeno tipo I y HUVEC activadas durante 15 minutos a 
una fuerza de cizallamiento de 1dyn/cm
2
 (n=4). C) Las CFCE fueron sembradas sobre 
fibronectina durante 30 minutos y los niveles de fosforilación de FAK fue determinada por 
Western blot. Cada membrana fue reincubada con un anticuerpo anti actina para calcular la 
densidad óptica (DO) relativa de las bandas utilizando el software Gel-Pro (n=4).*p<0.05 vs pH 
7.4. 
 
En conjunto, estos resultados demuestran que el preacondicionamiento 
ácido incrementa las respuestas angiogénicas de las CFCE como la 
proliferación, la tubulogénesis, la migración y la adhesión. 
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Las CFCE derivadas de sangre periférica incrementan su actividad 
angiogénica luego del preacondicionamiento ácido  
Aunque existe un consenso general de que las CFCE derivadas de sangre del 
cordón poseen un mayor grado de proliferación y forman vasos sanguíneos más 
estables y funcionales in vivo que las CFCE de sangre periférica 102,103, la posibilidad 
de producir una buena cantidad de progenitores endoteliales adultos que puedan ser 
utilizados de manera autóloga sigue siendo un reto. Para dilucidar si el efecto 
proangiogénico de la acidosis también era eficaz en las CFCE aisladas de sangre 
periférica, repetimos los experimentos utilizando esta fuente de progenitores. Aunque 
la tasa de proliferación de estas células fue más baja que las derivadas de sangre del 
cordón umbilical, el preacondicionamiento ácido indujo un ligero pero significativo 
incremento en el número total de células luego de 48 horas (Figura 15A). Más aún, la 
la quimiotaxis mediada por SDF1 y la tubulogénesis también aumentaron 
robustamente luego del preacondicionamiento de las CFCE de sangre periférica 
(Figura 15B y C). 
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Figura 15. El preacondicionamiento acido incrementó la actividad angiogénica de las 
CFCE derivadas de sangre periférica. Las células fueron incubadas en EGM2 ajustado a pH 
7.4 o 6.6 durante 6 horas y luego el medio fue reemplazado por EGM2 fresco a pH 7.4. A) El 
recuento celular fue determinado utilizando una cámara de Neubauer en los tiempos indicados 
(n=4). B) La migración en respuesta a SDF1 (20 ng/ml) fue determinada sembrando las células 
en transwells. Después de 24 horas, el recuento de células migradas fue realizado bajo un 
microscopio óptico (n=3). C) Las células fueron sembradas sobre Geltrex y el número de 
ramificaciones fue medido luego de 18 horas analizando las imágenes con el software ImageJ. 
*p<0.05 vs pH 7.4. 
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Vías de señalización intracelular involucradas en el efecto proangiogénico 
del preacondicionamiento ácido 
Con el propósito de elucidar los mecanismos involucrados en los efectos 
proangiogénicos del preacondicionamiento ácido, estudiamos las vías de señalización 
clásicas que regulan la funcionalidad de progenitores y células endoteliales como 
ERK1/2, AKT y p38 104–106. Los ensayos de Western blot mostraron que el 
preacondicionamiento ácido induce una mayor activación basal de ERK1/2 y AKT 
cuando las CFCE se encuentran en un medio de cultivo sin citoquinas como el EBM2 y 
además potencia la fosforilación de estas vías inducida por un medio rico en citoquinas 
como el EGM2 (Figura 16). Con respecto a p38, si bien no se detectó una activación 
basal (en EBM2), la fosforilación de esta vía inducida por EGM2 se encontró 
completamente inhibida en progenitores preacondicionados (Figura 16). Estos 
resultados sugieren que los efectos proangiogénicos observados en el 
preacondicionamiento están mediados por la activación de pERK1/2 y pAKT y la 
inhibición de p38. 
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Figura 16. El preacondicionamiento ácido activa ERK 1/2 y AKT e inhibe p38. Las células 
fueron previamente incubadas en EGM2 o EBM2 ajustado a pH 7.4 o 6.6 durante 6 horas y 
luego el medio fue reemplazado por medio fresco a pH 7.4. Los niveles de fosforilación de 
ERK1/2, AKT o p38 fueron detectados luego de 2 minutos por Western blot. Cada membrana 
fue reincubada con un anticuerpo anti actina para calcular la densidad óptica (DO) relativa de 
las bandas utilizando el software Gel-Pro (n=3-5). *p<0.05 vs EBM2 a pH 7.4, 
#
p<0.05 vs EBM2 
a pH 6.6 y 
&
p<0.05 vs EGM2 a pH 7.4. 
 
 
Para probar esta hipótesis, en los siguientes experimentos el 
preacondicionamiento ácido fue realizado en presencia y ausencia de inhibidores 
farmacológicos de AKT (LY294002), ERK1/2 (U0126) o p38 (SB203580) y, luego de 6 
horas, las monocapa de células fue lavada y el medio de cultivo fue remplazado por 
EGM2 fresco, con el objetivo de remover los inhibidores y restaurar el pH a 7.4. Las 
concentraciones utilizadas de estos compuestos suprimieron efectivamente la 
fosforilación de las quinasas correspondientes y las variaciones en el pH del medio no 
alteraron su actividad inhibitoria (datos no mostrados). Nuestros resultados mostraron 
que la supresión de las vías ERK1/2 y AKT inhibió completamente el aumento en la 
proliferación inducido por el pH ácido, mientras que el inhibidor de p38 no tuvo efecto 
(Figura 17A). Por el contrario, la tubulogénesis no fue alterada por los inhibidores de 
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AKT y ERK, no obstante se encontró significativamente aumentada en presencia del 
inhibidor de p38 (Figura 17B y C). De hecho, el bloqueo de p38 a pH 7.4 mimetiza el 
aumento observado a pH 6.6 y además este inhibidor fue capaz de potenciar el 
incremento en la formación de túbulos observado en progenitores preacondicionados 
(Figura 17B y C).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Vías de señalización 
involucradas en los efectos 
proangiogénicos de la 
acidosis. Las células fueron 
incubadas en EGM2 ajustado a 
pH 7.4 o 6.6 durante 6 horas en 
presencia o ausencia de U0126 
(20 µM), LY294002 (5 µM) o 
SB203580 (25 µM). A) La 
proliferación y (B y C) la 
formación de túbulos fueron 
determinadas luego de 48 y 18 
horas respectivamente (n=4-6). 
*p<0.05 vs vehículo a pH 7.4, 
#
p<0.05 vs el mismo inhibidor a 
pH 7.4 y 
&
p<0.05 vs vehículo a 
pH 6.6. 
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El preacondicionamiento ácido aumenta el potencial regenerativo de las 
CFCE en un modelo murino de isquemia de miembro inferior 
Zemani F. et al 107 demostraron que las CFCE derivadas de cordón umbilical 
son capaces de mejorar y acelerar la vascularización y regeneración tisular en un 
modelo murino de isquemia de miembro inferior. Considerando los resultados 
obtenidos in vitro, nos propusimos evaluar el efecto del preacondicionamiento ácido en 
el potencial regenerativo de los progenitores endoteliales in vivo en dicho modelo. Las 
CFCE fueron expuestas a pH 7.4 o 6.6 durante 6 horas, luego trasplantados de 
manera endovenosa (intravenosa) o intramuscular en ratones inmunodeficientes y la 
recuperación del flujo sanguíneo fue determinada luego de 14 días. El análisis por 
Doppler determinó que la recuperación del flujo sanguíneo en el miembro isquémico 
fue muy baja en los animales no trasplantados (grupo control) (perfusión relativa: 27.5 
± 4.5%) y aunque la administración intravenosa de CFCE cultivadas a pH 7.4 mejoró la 
reperfusión (37.2 ± 6.5%), los animales que recibieron CFCE preacondicionadas 
mostraron una recuperación del flujo sanguíneo en el miembro isquémico 
significativamente mayor (55.5 ± 4.1%, P < 0.05 vs. control, P < 0.05 vs. CFCE no 
preacondicionadas) (Figura 18A). Interesantemente, la administración intramuscular de 
las CFCE no arrojó diferencias con respecto a la inyección intravenosa (CFCE a pH 
7.4: 45.1 ± 4.2%, CFCE a pH 6.6: 64.7 ± 7.2% P < 0.05) (Figura 18B), sugiriendo que 
las CFCE preacondicionadas poseen una mayor actividad proangiogénica que 
contribuye directamente con la formación de nuevos vasos, independientemente de su 
capacidad de migrar hacia el sitio isquémico.  
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Figura 18. El preacondicionamiento ácido mejora la neovascularización en un modelo de 
isquemia de miembro inferior. Las células fueron incubadas en EGM2 ajustado a pH 7.4 o 
6.6 durante 6 horas y antes del trasplante, fueron tripsinizadas, lavadas y resuspendidas en 
solución salina. La solución fisiológica (vehículo), las CFCE preincubadas a pH 7.4, o las CFCE 
preincubadas a pH 6.6 fueron administradas de manera intravenosa (A) o intramuscular (B) y el 
análisis por Doppler fue realizado luego de 14 días. (n=6 por grupo). *p<0.05 vs CFCE (pH 7.4). 
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El análisis histológico de los músculos gastrocnemios fue realizado en 
preparados teñidos con hematoxilina/eosina o tricrómico de Masson (Figura 19A). En 
dichos cortes observamos que las CFCE a pH 7.4 redujeron los signos de inflamación 
en el tejido (Figura 19B) aunque no afectaron la densidad vascular (Figura 19C) 
comparado con los animales que sólo recibieron solución fisiológica. Sin embargo, las 
CFCE preacondicionadas suprimieron completamente los signos de inflamación, a 
valores similares a los observados en el músculo no isquémico (Figura 19 A, B), y 
aumentaron significativamente la densidad vascular en comparación con todos los 
grupos de animales (Figura 19 A,C).  
Estos resultados demuestran que las CFCE preacondicionadas tienen un 
mayor potencial regenerativo in vivo ya que no sólo disminuyen la inflamación 
local sino que también aumentan la vascularización en el músculo isquémico.  
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Figura 19. El 
preacondicionamiento 
ácido mejora la 
neovascularización en 
un modelo de isquemia 
de miembro inferior. La 
administración del 
vehículo, CFCE a pH 7.4 
y CFCE a pH 6.6 fue 
realizada luego de 5 
horas post cirugía. A) A 
los 14 días post 
isquemia, los músculos 
gastrocnemios fueron 
removidos y teñidos con 
hematoxilina y eosina 
(H&E) y con tricrómico 
de Masson. 
Magnificación 100x y 
400x. B) El grado de 
inflamación fue calculado 
en los cortes teñidos con 
H&E. C) La densidad 
vascular fue medida en 
los cortes teñidos con 
tricrómico. *p<0.05 vs 
musculo no isquémico. 
#p<0.05 vs. todos los 
grupos. 
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Las CFCE preacondicionadas son más resistentes al efecto nocivo del 
microambiente inflamatorio  
Tanto las CFCE endógenas como las trasplantadas con fines regenerativos se 
enfrentan a la hostilidad del microambiente inflamatorio, el cual presenta señales de 
estrés y daño que pueden afectar la sobrevida y funcionalidad de estos progenitores. 
Dado que la isquemia es un sitio favorable para la formación intracelular de ácido 
úrico, el cual es liberado luego de la muerte celular y forma cristales de urato 
monosódico (MSU) en los fluidos extracelulares 77, este compuesto es considerado 
uno de los más abundantes DAMPs en los tejidos isquémicos y es capaz de inducir la 
necrosis de los progenitores endoteliales (datos no publicados de nuestro laboratorio). 
Por otro lado, hemos demostrado que las histonas extracelulares, otro DAMPs que 
pueden llegar al espacio extracelular como consecuencia de muerte celular o durante 
la formación de trampas extracelulares de neutrófilos, tienen un efecto citotóxico sobre 
las CFCE ya que inducen principalmente la piroptosis 97. Una de las principales 
citoquinas proinflamatorias del microambiente isquémico es el TNFα, el cual es un 
conocido agente proapoptótico de las CFCE 108. Con estos antecedentes, decidimos 
estudiar si el preacondicinamiento ácido era capaz de proteger a las CFCE de estos 
tres estímulos presentes en el microambiente isquémico e inflamatorio, los cuales 
inducen tres tipos diferentes de muerte celular. Interesantemente, la muerte mediada 
por los cristales de MSU, las histonas y el TNFα fue significativamente reducida en las 
CFCE expuestas a pH ácido comparada con las células a pH 7.4 (Figura 20A). 
Resultados similares fueron observados luego de la tinción con Anexina V e ioduro de 
propidio (Figura 20B).  
Aunque ha sido reportado que en pacientes diabéticos que la presencia de 
factores de riesgo cardiovasculares es perjudicial para la neoangiogénesis y la 
reparación tisular, el efecto en la sobrevida de las CFCE en condiciones de alta 
glucosa es controversial 109. Nuestros resultados muestran que aunque la alta glucosa 
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sola no induce la muerte celular de estos progenitores, ésta potencia 
significativamente el efecto proapoptótico del TNFα. Este efecto fue observado en las 
tanto en las CFCE a pH 7.4 como a pH 66, aunque en las células preacondicionadas 
el efecto nocivo fue menor (Figura 20C). 
 
 
 
Figura 20. El preacondicionamiento ácido protege a las CFCE de los efectos nocivos del 
microambiente inflamatorio. Las células fueron incubadas en EGM2 ajustado a pH 7.4 o 6.6 
durante 6 horas y luego el medio fue reemplazado por EGM2 ajustado a pH 7.4. Luego las 
CFCE fueron incubadas con cristales de MSU, TNFα e histonas extracelulares y la muerte fue 
determinada luego de 24 horas por análisis de la morfología nuclear por microscopia de 
fluorescencia (A) y por doble marcación de Anexina V e ioduro de propidio (B) y citometría de 
flujo (n=6). C) Las CFCE fueron incubadas con TNFα a las concentraciones indicadas en 
presencia o ausencia de glucosa y la apoptosis fue medida por análisis de la morfología 
nuclear por microscopia de fluorescencia luego de 24 horas (n=6). *p<0.05 vs pH 7.4. #p<0.05 
vs el mismo tratamiento a pH 7.4. 
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Además de este efecto citoprotector, el preacondicionamiento ácido incrementó 
las respuestas angiogénicas de las CFCE que fueron expuestas a concentraciones no 
citotóxicas de TNFα en presencia y ausencia de alta glucosa. Tanto la proliferación 
como la tubulogénesis y la migración fueron significativamente inhibidas por el TNFα y, 
más aún, en condiciones de alta glucosa. Sin embargo, el efecto inhibitorio observado 
en cada una de estas respuestas angiogénicas fue significativamente revertido por el 
preacondicionamiento ácido (Figura 21). 
Estos resultados demuestran que el preacondicionamiento ácido no sólo 
ejerce un efecto citoprotector sobre las CFCE sino también mejora sus 
propiedades angiogénicas en condiciones proinflamatorias y de alta glucosa. 
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Figura 21. El preacondicionamiento ácido incrementó las respuestas angiogénicas de las 
CFCE en presencia de TNFα y condiciones de alta glucosa. Las CFCE fueron incubadas en 
EGM2 ajustado a pH 7.4 o 6.6 durante 6 horas y luego el medio fue reemplazado por EGM2 
ajustado a pH 7.4. A continuación, las células fueron incubadas con TNFα, glucosa o la mezcla 
de ambos. A) El recuento celular fue determinado utilizando una cámara de Neubauer luego de 
48 horas (n=4). B) Las células fueron sembradas sobre Geltrex y la formación de túbulos fue 
medido luego 18 horas (n=6). C) La reparación de heridas fue determinada a las 6 horas 
después del daño a la monocapa confluente (n=5). D) La quimiotaxis inducida por SDF1 (20 
ng/ml) fue determinada sembrando las células en transwells y el número de células migradas 
fue analizado luego de 6 horas (n=4). *p<0.05 vs pH 7.4. #p<0.05 vs el mismo tratamiento a pH 
7.4. &p<0.05 vs TNFα a pH 7.4. 
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El presente trabajo de tesis muestra que la exposición de las CFCE a un medio 
ácido tiene un doble efecto sobre la función de estas células. Mientras que la 
incubación de CFCE en condiciones de pH bajo inicialmente induce una reducción en 
la proliferación, quimiotaxis, reparación de heridas y formación de pseudotúbulos, una 
exposición limitada de las CFCE a un medio ácido, seguida por la restauración de los 
valores de pH a 7.4 (procedimiento conocido como preacondicionamiento ácido), 
resulta en una expansión ex vivo más eficiente y en una mayor actividad angiogénica 
incluyendo la proliferación, la respuesta quimiotáctica al SDF1, la adhesión, la 
tubulogénesis y su potencial regenerativo in vivo, tal como se demostró en un modelo 
murino de isquemia de miembro inferior. Además, el preacondicionamiento ácido 
protege de la muerte y aumenta las respuestas angiogénicas de las CFCE en 
condiciones inflamatorias y de alta glucosa.  
Nuestros hallazgos indican que varias respuestas angiogénicas disminuyeron 
durante las primeras horas de incubación a pH bajo, incluyendo la migración inducida 
por EGM2, la reparación de heridas, la formación de pseudotúbulos y la proliferación, 
que fue evidenciada por una reducción en la actividad de la fosfatasa ácida y un 
arresto del ciclo celular. Un efecto citostático similar ha sido reportado por D'Arcangelo 
D. et al en células endoteliales de aorta bovina. Las mismas fueron expuestas a pH 7,0 
durante 20 minutos y mostraron una severa disminución de sus funciones 
angiogénicas 110. Estos resultados también coinciden con nuestras observaciones en 
células endoteliales maduras de micro y macrovasculatura, en las cuales la exposición 
al medio ácido redujo de manera significativa e irreversible su capacidad proliferativa y 
de reparación de heridas. Por el contrario, el deterioro funcional de los CFCE 
observado inicialmente durante la incubación en medio ácido fue totalmente reversible, 
ya que una vez que el pH del medio se equilibró y se aproximó a valores normales, no 
sólo la proliferación sino también otras respuestas angiogénicas de las CFCE 
aumentaron significativamente. 
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El preacondicionamiento celular es un mecanismo de protección endógena 
donde los tejidos pueden detectar y adaptarse al entorno cambiando su fenotipo y la 
función celular. Esto se logra a través de la exposición de las células a un estrés 
particular, tal como la hipoxia, anoxia, acidosis, cambios de temperatura, citoquinas y 
tratamientos farmacológicos, antes de la inyección de las mismas en el tejido dañado 
111. Se ha adoptado como una estrategia para mejorar el potencial terapéutico de todo 
tipo de células progenitoras, incluyendo las CFCE 112. Ha sido demostrado que la 
exposición a la acidosis durante breves episodios es capaz de limitar la lesión por 
isquemia y reperfusión en corazón 113 y en pulmón 114 in vivo, y ejerce efectos 
antiapoptóticos en las células endoteliales 115,116 y neuronas 117 in vitro, sin embargo el 
efecto del preacondicionamiento ácido en células madre y progenitores son pocos y 
controversiales. De acuerdo con nuestros resultados, Cencioni C. et al demostraron en 
progenitores hematopoyéticos murinos (células cKit+) que aunque la exposición larga 
(3-5 días) a un medio extracelular ácido indujo apoptosis de los mismos, un período 
más corto de acidosis (24 horas) aumentó la quimiotaxis, la migración transendotelial, 
la diferenciación hacia el linaje endotelial in vitro y la recuperación del flujo sanguíneo 
en un modelo murino de isquemia de extremidades posteriores 118. En contraste, 
nosotros demostramos anteriormente que la exposición de progenitores 
hematopoyéticos humanos (células CD34+) a la acidosis durante un periodo tan breve 
como 30 segundos fue suficiente para desencadenar la apoptosis de estas células, y 
la restauración del pH al valor fisiológico de 7.4 no evitó el efecto citotóxico ni tuvo 
efectos beneficiosos sobre sus funciones 93. Estos resultados son opuestos no solo a 
lo observado por Cencioni C. et al en progenitores murinos sino también con nuestros 
datos actuales que muestran que la acidosis no induce apoptosis de las CFCE y 
además mejora sus propiedades proangiogénicCDs. Aunque las CFCE son una 
subpoblación de células CD34+, el mayor grado de diferenciación hacia el linaje 
endotelial probablemente les confiere una mayor resistencia a los efectos citotóxicos 
de la acidosis. 
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En el presente trabajo observamos que el preacondicionamiento ácido no fue 
capaz de modular la migración de CFCE en respuesta a EGM2 o VEGF, así como 
tampoco alteró los niveles de expresión del receptor 2 de VEGF (KDR). Estos 
resultados son consistentes con los publicados por Goerges AL. et al 119 que muestra 
que la expresión en la superficie de los receptores de VEGF 1 y 2 en células 
endoteliales de la aorta bovina no son modificados por modificaciones del pH 
extracelular. Por otra parte, hemos demostrado que el preacondicionamiento ácido 
favorece la migración de estos progenitores en respuesta a la quimioquina SDF1, 
efecto que estuvo asociado a una mayor expresión de su receptor, el CXCR4, en la 
superficie celular. En ese sentido, ha sido reportado que la exposición de células 
progenitoras hematopoyéticas murinas (cKit+) derivadas de la médula ósea a un 
medio extracelular ácido incrementa su actividad angiogénica y su potencial 
terapéutico a través de un aumento en la expresión de SDF1 y CXCR4 118. Aunque el 
papel preponderante de SDF1/CXCR4 en el preacondicionamiento hipóxico de células 
madre y progenitores ha sido reportado en varios trabajos 111, en el presente estudio 
demostramos por primera vez que esta vía de señalización está implicada en el efecto 
proangiogénico del preacondicionamiento ácido sobre los “verdaderos” progenitores 
endoteliales humanos. 
El reclutamiento de las CFCE a los sitios de neoangiogénesis involucra la 
migración y la adhesión al endotelio activado como así también la interacción con los 
componentes de la matriz extracelular, los cuales son etapas claves para un 
engraftment exitoso. Nuestros resultados demuestran que las CFCE 
preacondicionadas mejoran la adhesión a fibronectina, colágeno tipo I y HUVEC 
activadas con TNFα tanto en un modelo estático como en un modelo dinámico, con 
una fuerza de cizallamiento fisiológico. Más aun, mayores niveles de activación de 
FAK fueron encontrados en las CFCE cultivadas a pH 6.6, reforzando la idea que la 
adhesión focal se encuentra aumentada en la acidosis. FAK es una proteína 
fosforilada dependiente de integrinas que se localiza en sitios de adhesión focal que, 
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más allá de su clásico rol en la adhesión y en la migración, también regula varios 
procesos biológicos incluyendo motilidad, diferenciación, angiogénesis y sobrevida a 
través de la cascada FAK/Src/Paxilina 120. Nuestros hallazgos sobre la adhesión de las 
CFCE y la activación de FAK después de la exposición a un medio ácido junto con el 
aumento en la proliferación, la migración y la formación de pseudotúbulos sugieren 
que las integrinas endoteliales podrían estar involucradas en el efecto proangiogénico 
del preacondicionamiento ácido. 
Si bien se ha descrito ampliamente que el preacondicionamiento ácido protege 
eficazmente a órganos y células contra los efectos nocivos de la isquemia 113–116, los 
mecanismos moleculares implicados en este efecto protector no se conocen con 
exactitud. Nuestros resultados mostraron que el preacondicionamiento ácido aumentó 
la fosforilación de ERK1/2 y AKT en las CFCE y que ambas vías fueron responsables 
de su mayor actividad proliferativa, ya que la inhibición farmacológica de estas 
moléculas dio lugar a una completa supresión del efecto mitogénico observado a pH 
bajos. Curiosamente, la activación de ambas vías de señalización a causa de la 
acidosis ha sido descrita previamente en células endoteliales coronarias, aunque la 
misma estuvo ligada al efecto antiapoptótico de la acidosis 115,116. Más aun, la 
activación de ERK1/2 y PI3K/AKT por ligandos inductores de la proliferación celular ha 
sido ampliamente reportada en varios tipos celulares incluyendo diversas poblaciones 
de progenitores endoteliales 104,121,122. Por otra parte, hemos observado que la 
activación de p38 por EGM2 fue completamente bloqueada a pH 6.6; sin embargo, el 
tratamiento previo de las CFCE con el inhibidor de p38 (SB203580) no tuvo efecto 
sobre la proliferación. En este sentido, aunque el papel de p38 en la proliferación de 
progenitores endoteliales es todavía controvertido, la mayor parte de los estudios que 
utilizaron el SB203580, tanto in vitro como in vivo, han descrito un efecto negativo de 
este compuesto no sólo en el crecimiento y la sobrevida celular sino también en la 
tubulogénesis 123–126. Interesantemente, también demostramos que el bloqueo de p38 
aumentó la tubulogénesis in vitro a pH 7.4, lo que sugiere que la vía de p38 es un 
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regulador negativo de la formación de túbulos en las CFCE y el hecho de que esta 
quinasa se encuentra completamente inhibida en progenitores preacondicionados 
explicaría, al menos en parte, la regulación positiva del preacondicionamiento ácido 
sobre la tubulogénesis. 
La relevancia de nuestros hallazgos in vitro fue confirmada por los ensayos in 
vivo. Mientras que la infusión de CFCE favorece significativamente la reperfusión 
sanguínea en un modelo experimental de isquemia de miembro inferior, el 
preacondicionamiento ácido de estas células beneficia aún más la revascularización 
tisular. En este contexto, nuestros datos mostraron que la tasa de perfusión sanguínea 
en el tejido isquémico luego de la administración de CFCE por vía sistémica 
(intravenosa) fue similar a la observada luego de la administración local 
(intramuscular), sugiriendo así que las CFCE preacondicionadas poseen una mayor 
actividad proangiogénica que contribuye directamente con la formación de nuevos 
vasos, independientemente de su capacidad de migrar hacia el sitio isquémico. El 
análisis histológico del músculo gastrocnemio indicó que el número de vasos 
sanguíneos (densidad vascular) fue mayor en los animales que recibieron CFCE 
preacondicionadas. Además de este efecto proangiogénico, estos progenitores 
ejercieron un efecto antiinflamatorio local, reflejado en el bajo número de núcleos 
centralizados e hipertróficos y escaso infiltrado de leucocitos. Dicho efecto fue aún 
más marcado y significativo cuando las CFCE fueron preacondicionadas. A pesar de 
estos datos, nuestras investigaciones in vivo no fueron suficientes para elucidar la 
participación exacta de las CFCE en la revascularización del músculo isquémico, ya 
que no resulta claro si contribuyen de manera estructural o a través de un efecto 
parácrino. Las CFCE pueden contribuir a la formación de nuevos vasos in vivo a través 
de tres mecanismos 127. 1) forman nuevos vasos por sí mismas, 2) se insertan en la 
vasculatura del ratón, o 3) ejercen un efecto parácrino. Dado que se ha demostrado 
previamente en el mismo modelo de isquemia que estas células progenitoras se 
intercalan en los nuevos vasos murinos 128, es concebible que las CFCE 
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preacondicionadas desarrollen un comportamiento similar y contribuyan 
estructuralmente a este proceso. Con respecto al efecto antiinflamatorio de las CFCE, 
especulamos que el mismo puede estar relacionado a una acción parácrina de estos 
progenitores quienes, una vez en el lugar, podrían aumentar los niveles locales de 
citoquinas antiinflamatorias. En este sentido, fue demostrado previamente que los 
progenitores endoteliales mejoran las funciones neurológicas en ratas con hemorragia 
cerebral, reduciendo los niveles locales de citoquinas proinflamatorias como el IFN-γ, 
IL6, y TNFα, y aumentando citoquinas antiinflamatorias como TGF-β1 y IL10 129. Más 
aún, Moubarik et al. sugirieron que los progenitores endoteliales podrían ser clave en 
la atenuación de la injuria neurológica luego de una oclusión de la arteria cerebral 
media, regulando positivamente citoquinas de protección neuronal como IGF-1, y 
regulando negativamente al proBDNF, el cual es un factor proinflamatorio 130. 
A pesar del potencial terapéutico de las CFCE, una de las principales 
limitaciones para el uso de estas células como terapia es la baja frecuencia de estos 
progenitores en sangre periférica y médula ósea, dificultando enormemente el 
trasplante de células autólogas. Más aún, el número y la funcionalidad de los mismos 
se encuentra severamente reducido en sangre periférica de pacientes con diversas 
enfermedades cardiovasculares 51,109, quienes representan las poblaciones de elección 
para la terapia celular con fines regenerativos. Por estos motivos, se ha impulsado el 
desarrollo de nuevas estrategias que permitan optimizar los resultados terapéuticos, 
incluyendo la expansión ex vivo y la diferenciación de estas células. En este sentido, 
nuestros datos mostraron que la acidosis regula positivamente la funcionalidad de 
CFCE derivadas no sólo de sangre del cordón sino también de sangre periférica, 
señalando al preacondicionamiento ácido como un procedimiento útil para mejorar el 
número y la actividad angiogénica de las CFCE adultos, que pueden ser utilizadas en 
trasplantes autólogos.  
 Una limitación adicional es la baja viabilidad de las células trasplantadas en el 
sitio de injuria, probablemente debido a los altos niveles de señales dañinas presentes 
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en el microambiente inflamatorio e isquémico, conocidas como DAMP, como así 
también la presencia de citoquinas proinflamatorias y factores de riesgo 
cardiovascular. Más aún, no sólo las CFCE trasplantadas también los progenitores 
endógenos o in situ pueden ser afectados negativamente por estas condiciones de 
estrés. Uno de los DAMP más abundantes en tejidos isquémicos es el MSU. La 
isquemia promueve la conversión de las xantina deshidrogenasa a oxidasa, que 
produce, además de radicales libres, una gran cantidad de ácido úrico intracelular, el 
cual es liberado al espacio extracelular luego de la muerte celular, formando cristales 
de MSU (8 9). Estos cristales inducen necrosis de las CFCE, un efecto que también ha 
sido reportado en otros tipos celulares 131. Por otro lado, previamente demostramos 
que las histonas extracelulares, otro DAMP liberado de células necróticas y durante la 
formación de trampas extracelulares de neutrófilos, inducen principalmente la 
piroptosis de las CFCE 97, mientras que el TNFα es una citoquina proapotótica 
conocida 108. Interesantemente, encontramos que el preacondicionamiento ácido 
protege con gran eficacia a las CFCE de los efectos nocivos de los cristales de MSU, 
TNFα e histonas extracelulares, estímulos que inducen diferentes tipos de muerte 
celular como la necrosis, apoptosis y piroptosis, respectivamente. 
Los efectos citotóxicos de los componentes del microambiente inflamatorio 
isquémico se vuelven aún peores en presencia de factores de riesgo cardiovascular 
como hipertensión, obesidad, alta glucosa o colesterol. En diabetes, la isquemia es 
una complicación frecuente y la regeneración tisular en estos pacientes es deficiente 
con respecto a los normales debido a las características y factores de riesgo 
asociados a la enfermedad, por lo que estos pacientes son una población de elección 
para la aplicación de la terapia celular con fines regenerativos. A pesar de ello, los 
efectos de la alta glucosa en la sobrevida y funcionalidad de las CFCE han sido 
escasamente estudiados y son aún hoy controversiales. Mientras algunos estudios 
describen un efecto citotóxico directo de la alta glucosa 125,132, otros están de acuerdo 
con nuestros hallazgos que muestran que la alta glucosa sola no es capaz de inducir 
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apoptosis, aunque efectivamente ejerce un efecto inhibitorio en la actividad 
angiogénica de las CFCE 123. También observamos que la apoptosis inducida por el 
TNFα se encuentra potenciada en condiciones de alta glucosa, efecto que fue 
significativamente prevenido por el preacondicionamiento ácido. 
La citoquina proinflamatoria TNFα se encuentra aumentada en el plasma y en 
los tejidos de pacientes con enfermedades cardiovasculares e inflamatorias y es 
considerado un factor de riesgo por desarrollar en estas condiciones clínicas 133. 
Varios trabajos que estudiaron los efectos de esta molécula en los progenitores 
endoteliales concuerdan en que altas concentraciones de TNFα (>20 ng/ml) inducen 
apoptosis y bajas concentraciones de esta citoquina (~10 ng/mL) reducen las 
respuestas angiogénicas como la proliferación y la formación de pseudotúbulos 108. De 
acuerdo con estas observaciones, encontramos que el TNFα tiene un significativo 
efecto proapotótico a una concentración de 50 ng/ml y, a niveles no citotóxicos (10 
ng/ml), inhiben la proliferación, la migración y la tubulogénesis.  
Con respecto a los mecanismos involucrados en los efectos antiangiogénicos 
del TNFα y la alta glucosa, ha sido demostrado previamente que el TNFα reduce la 
actividad angiogénica de las CFCE a través de la fosforilación y activación de la vía de 
señalización de p38 y, al mismo tiempo, una supresión de la vía de AKT/PI3K 123,134. 
Similarmente, la vía de p38 es activada en condiciones de alta glucosa y resulta clave 
en la inhibición de la proliferación y la diferenciación de las CFCE en estas condiciones 
123,125. Dado que en el presente trabajo también demostramos que el 
preacondicionamiento ácido aumenta la formación de psuedotúbulos mediante la 
inhibición de p38 y aumenta la proliferación por activación de AKT/PI3K, es posible 
pensar que estas vías de señalización son responsables, al menos en parte, de la 
protección que les confiere el preacondicionamiento ácido a las CFCE contra el efecto 
antiangiogénico inducido por el TNFα y/o la alta glucosa. 
En conclusión, nuestros resultados muestran que una exposición limitada de 
las CFCE a un medio extracelular ácido incrementa la actividad angiogénica de estas 
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células a través de la activación de ERK1/2, AKT y FAK y de la inhibición de p38. 
Además de explicar un posible mecanismo fisiopatológico de compensación que se 
produce bajo condiciones inflamatorias, nuestros hallazgos podrían ofrecer una nueva 
estrategia para la medicina regenerativa. En este contexto, la terapia celular es una 
herramienta prometedora para el tratamiento de enfermedades isquémicas, sin 
embargo, todavía hay mucho trabajo por hacer para superar las limitaciones asociadas 
a este procedimiento. Hoy en día sabemos que el número y la función de los 
progenitores endoteliales se encuentran reducidos en pacientes con enfermedades 
cardiovasculares y por el entorno hostil que rodea a los tejidos isquémicos. Múltiples 
estrategias (ej. diversos protocolos de preacondicionamiento, modificaciones 
genéticas, la administración de drogas) se centran actualmente en aumentar el 
número de progenitores, la sobrevida y sus propiedades angiogénicas. En el presente 
trabajo revelamos que el preacondicionamiento ácido representa una estrategia 
simple, de bajo costo y aplicable clínicamente para optimizar la expansión ex vivo de 
CFCE, las cuales resultan más resistentes a condiciones adversas típicamente 
presentes en pacientes con enfermedades cardiovasculares como la inflamación y la 
alta glucosa, y con un mayor potencial terapéutico. Asimismo, nuestros hallazgos 
señalan el posible uso de drogas farmacológicas dirigidas a bloquear la quinasa p38 
como candidatos potenciales para mejorar la neovascularización. 
 
 
77 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSIÓN 
 
 
Conclusión 
78 
 
CONCLUSIONES 
Nuestros resultados demuestran que el preacondicionamiento ácido ejerce un 
efecto proangiogénico sobre las CFCE, ya que promueve:  
1) la proliferación, mediante la activación de las vías de ERK1/2 y AKT,  
2) la formación de túbulos, a través de la inhibición de la activación de p38,  
3) la quimiotaxis inducida por SDF1, junto con el aumento de la expresión de su 
receptor CXCR4, 
4) la adhesión a células endoteliales activadas y a componentes de la matriz 
extracelular, así como también la fosforilación de la quinasa de adhesión focal FAK, y 
5) la regeneración tisular en un modelo murino de isquemia de miembro inferior, 
reduciendo la inflamación y aumentando la densidad vascular post isquemia en el 
músculo gastrocnemio. 
También demostramos que el preacondicionamiento ácido es una estrategia 
efectiva en condiciones de estrés e inflamación, ya que protege a los progenitores 
endoteliales de: 
1) la acción citotóxica de DAMPs como el MSU y las histonas extracelulares y de la 
citoquina proinflamatoria TNFα, principales componentes del microambiente 
isquémico.  
2) el efecto antiangiogénico del TNFα en condiciones normales y de alta glucosa. 
De esta manera, en el presente trabajo revelamos que el preacondicionamiento 
ácido representa una estrategia simple, de bajo costo y aplicable clínicamente para 
optimizar la expansión ex vivo de CFCE con un mayor potencial terapéutico para ser 
utilizados con fines regenerativos.  
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Representación esquemática del efecto del preacondicionamiento ácido 
sobre la vasculogénesis. 
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